Transporte do brometo de etídio através da parede celular de Mycrobacterium smegmatis: desenvolvimento e aplicação de metodologias de quantificação do transporte e correlação com a resistência aos antibióticos by RAMOS, Jorge Alexandre Santos
 
 
 
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA 
 
 
 
 
TRANSPORTE DE BROMETO DE ETÍDIO ATRAVÉS DA 
PAREDE CELULAR DE Mycobacterium smegmatis: 
DESENVOLVIMENTO E APLICAÇÃO DE METODOLOGIAS DE 
QUANTIFICAÇÃO DO TRANSPORTE E CORRELAÇÃO COM A 
RESISTÊNCIA AOS ANTIBIÓTICOS 
 
 
 
 
JORGE ALEXANDRE DOS SANTOS RAMOS 
 
 
 
DISSERTAÇÃO PARA A OBTENÇÃO DO GRAU DE MESTRE 
EM MICROBIOLOGIA MÉDICA 
 
MAIO DE 2010 
 
 
 
 
 
Transporte de brometo de etídio através da parede celular de 
Mycobacterium smegmatis: Desenvolvimento e aplicação de 
metodologias de quantificação do transporte e correlação com a 
resistência aos antibióticos 
 
 
 
Jorge Alexandre dos Santos Ramos 
 
DISSERTAÇÃO PARA A OBTENÇÃO DO GRAU DE MESTRE EM 
MICROBIOLOGIA MÉDICA 
 
 
 
 
Orientador: Professor Doutor Miguel Viveiros 
 
Laboratório onde o trabalho experimental foi desenvolvido: 
 
Unidade de Ensino e Investigação em Micobactérias 
Instituto de Higiene e Medicina Tropical 
 
Maio de 2010
 i 
Os resultados apresentados foram objecto das seguintes comunicações em co-
autoria: 
 
Ramos, J., L. Rodrigues, I. Couto, L. Amaral, and M. Viveiros. 2009. Methods for 
assessment of ethidium bromide transport across Mycobacterium smegmatis cell wall. 
PP-113, p. 185. In Final Programme of the 30th Annual Congress of European Society 
of Mycobacteriology (ESM). Porto, Portugal. 
 
Ramos, J., L. Rodrigues, I. Couto, L. Amaral, and M. Viveiros. 2009. The effect of 
efflux pumps inhibitors on the transport of ethidium bromide and antimicrobials across 
Mycobacterium smegmatis cell wall. Abstr. S3-297. In Livro de Actas do Congresso 
Microbiotec 2009. Vilamoura, Portugal. 
 
 
Trabalhos publicados ou em preparação para publicação relacionados 
directamente com o desenvolvimento desta tese: 
 
Martins, A., G. Spengler, L. Rodrigues, M. Viveiros, J. Ramos, M. Martins, I. 
Couto, S. Fanning, J.M. Pagès, J.M. Bolla, J. Molnar and L. Amaral . 2009. pH 
Modulation of efflux pump activity of multi-drug resistant Escherichia coli: protection 
during its passage and eventual colonization of the colon. PLoS One. 8:e6656. 
 
Rodrigues, L., J. Ramos, I. Couto, L. Amaral, and M. Viveiros. Demonstration of 
ethidium bromide transport in M. smegmatis by a semi-automated fluorometric method. 
Em preparação para publicação numa revista científica internacional. 
 
 
 ii  
Agradecimentos 
 
Ao Professor Doutor Miguel Viveiros, pela orientação ministrada durante a realização 
deste trabalho, pela partilha da sua experiência e onhecimentos, e pelo seu incentivo 
permanente no decorrer deste trabalho. 
 
Ao Professor Doutor Leonard Amaral, Director da Unidade de Ensino e Investigação 
em Micobactérias durante o desenvolvimento/execução desta tese, pelo conjunto de 
conhecimentos e saberes que me transmitiu.  
 
À Professora Doutora Isabel Couto, da Unidade de Ensino e Investigação em 
Micobactérias, por todos os importantes conhecimentos proporcionados.  
 
À Liliana pela ajuda e disponibilidade constante demonstrada durante a elaboração 
deste trabalho. 
 
À Diana, Marta, Sofia, Ana, Susana, Gabriella, Pedro e Samuel, membros da Unidade 
de Ensino e Investigação em Micobactérias, pelo constante apoio e excelente espírito de 
equipa. 
 
À D. Fernanda e D. Cidália pelo apoio prestado. 
 
Aos meus colegas de mestrado, e em especial, ao Ferdinando, Sandra, Margarida e 
Filipa, por me terem proporcionado excelentes momentos a sua companhia. 
 
Aos meus amigos Ricardo, Sebastião e João Pedro pelo companheirismo e apoio ao 
longo deste percurso. 
 
Aos meus pais e à minha irmã pelo carinho, paciência e apoio incondicional que sempre 
manifestaram ao longo da minha vida. 
 iii  
Resumo 
 
O efluxo activo e a permeabilidade celular reduzida são consideradas as principais 
causas da resistência intrínseca micobacteriana a diversos antimicrobianos. Neste estudo 
comparámos a capacidade de extrusão do brometo de etídio (EtBr), um substrato 
universal de bombas de efluxo, pela estirpe selvagem M. smegmatis mc2155 com 
estirpes mutantes deletadas para LfrA e MspA, respectivamente a principal bomba de 
efluxo e porina de M. smegmatis, na presença e ausência dos inibidores de bombas de 
efluxo (IBEs) verapamil, tioridazina, clorpromazina e carbonil cianeto m-
clorofenilhidrazona (CCCP) e correlacionámos estes resultados com a capacidade destes 
IBEs em reduzir a susceptibilidade de M. smegmatis a diversos antibióticos. 
Os resultados obtidos mostram que, na ausência da principal porina de M. smegmatis, 
MspA, a acumulação de EtBr diminui e as células tornam-se igualmente mais 
resistentes a diversos antibióticos. Quando a princi al bomba de efluxo de M. 
smegmatis, LfrA, é deletada a estirpe mutante apresenta um incremento na acumulação 
de EtBr e um aumento na susceptibilidade ao EtBr, isoniazida, rifampicina, etambutol e 
ciprofloxacina. Na presença dos IBEs testados, com excepção do CCCP, observa-se 
uma redução da concentração mínima inibitória para a estreptomicina, rifampicina, 
amicacina, ciprofloxacina, claritromicina e eritromicina. 
Estes resultados colocam em evidência que a porina MspA é um canal importante 
para a entrada de EtBr e antibióticos nas células e que o efluxo activo através da bomba 
de efluxo LfrA está envolvido na resistência de baixo nível a diversos antibióticos e 
EtBr em M. smegmatis. 
As metodologias desenvolvidas neste trabalho e os re ultados obtidos 
proporcionaram um contributo para o melhor conhecimnto dos dois principais 
mecanismos responsáveis pela resistência intrínseca mi obacteriana a diversos 
antimicrobianos, considerada como um importante factor facilitador da aquisição e 
estabilização de um património genético que conduz ao desenvolvimento de resistência 
de alto nível em micobactérias.  
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Abstract 
 
Active efflux systems and reduced cell wall permeability are considered to be the 
main causes of mycobacterial intrinsic resistance to many antimicrobials. In this study 
we have compared M. smegmatis wild-type strain mc2155 with mutants for LfrA and 
MspA, the main efflux pump and porin of M. smegmatis, respectively, for their ability 
to extrude ethidium bromide (EtBr), a known efflux pump substrate, in the presence or 
absence of the efflux pump inhibitors (EPIs) verapamil, thioridazine, chlorpromazine 
and carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP), and correlated these results 
with the ability of the EPI to reduce the susceptibili y of M. smegmatis to several 
antimicrobials. 
The results obtained show that, in the absence of the major porin of M. smegmatis, 
MspA, the accumulation of EtBr decreased and the cells b came equally more resistant 
to several antibiotics. When the major M. smegmatis efflux pump, LfrA, is deleted the 
mutant strain show increased accumulation of EtBr and increased susceptibility to EtBr, 
isoniazid, rifampicin, ethambutol and ciprofloxacin. Reduction of the minimum 
inhibitory concentration for streptomycin, rifampicin, amikacin, ciprofloxacin, 
clarithromycin and erythromycin is observed in the pr sence of the EPI tested, with the 
exception of CCCP. 
These results put in evidence that MspA porin is an important channel for entrance 
of EtBr and antibiotics into the cells and that active efflux via the LfrA efflux pump is 
involved in low-level resistance to several antibiotics and EtBr in M. smegmatis. 
The methodologies developed in this work and the results obtained provided a 
contribution to the knowledge of the two major mechanisms responsible for 
mycobacteria intrinsic resistance to several antibiotics, considered an important 
facilitator factor to the acquisition and stabilizat on of a genetic background for the 
development of high-level resistance in mycobacteria. 
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I - INTRODUÇÃO 
 
1. Micobacterioses 
 
1.1. Epidemiologia 
 
As Micobacterioses constituem um capítulo importante a patologia infecciosa 
humana, na qual se incluem doenças tão antigas comoa tuberculose e a lepra (32, 66). 
A tuberculose é uma doença infecto-contagiosa crónia, que acompanha os seres 
humanos desde a pré-história, tendo-se tornado epidémica na Europa no séc. XIX, com 
a Revolução Industrial (66). O agente etiológico responsável por esta infecção no 
Homem é o Mycobacterium tuberculosis, identificado e descrito em 1882 por Robert 
Koch (87). 
A partir da década de 40 do século XX, devido aos avanços terapêuticos originados 
pela descoberta de diversos fármacos com actividade contra o M. tuberculosis, como a 
estreptomicina (STR), o ácido para-aminosalicílico (PAS), a isoniazida (INH) e a 
rifampicina (RIF), bem como ao desenvolvimento socioe onómico nos países 
industrializados, assistiu-se a uma diminuição dos casos de tuberculose pulmonar (66). 
Este declínio das taxas de incidência anuais de tuberc lose conduziu ao desinteresse no 
combate e posterior abandono dos programas de controlo da tuberculose nos países 
industrializados (39). 
Entre 1985 e 1993, assistiu-se nos Estados Unidos da América, a um aumento da 
morbilidade por tuberculose de 14% (20). Desde então, o número de casos tem vindo a 
aumentar na maioria das regiões do globo, levando a Org nização Mundial de Saúde a 
considerar a tuberculose uma emergência global (62). 
Diversos factores estiveram na origem da reemergência da tuberculose, incluindo a 
pandemia do Vírus da Imunodeficiência Humana (VIH)/Síndrome da Imunodeficiência 
Adquirida (SIDA), terapêuticas imunossupressoras, degradação das condições 
socioeconómicas, transmissão em instituições de saúde, de apoio social e prisões, 
toxicodependência, taxas elevadas de afluência de imigrantes (oriundos de países com 
índices elevados de tuberculose) e o aparecimento d estirpes multirresistentes, estirpes 
simultaneamente resistentes pelo menos à INH e RIF (21, 66, 148).  
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Actualmente, a tuberculose mata 1,7 milhões de pessoas por ano, incluindo 0,45 
milhões de pessoas infectadas com o VIH. Aproximadaente 9 milhões de casos 
desenvolvem-se todos os anos e cerca de um terço da p pulação mundial encontra-se 
infectada com Mycobacterium tuberculosis (156). A tuberculose continua assim a ser 
um grave problema de saúde pública mesmo na Europa Ocidental e na América do 
Norte e não apenas nos países tradicionalmente designados como estando em vias de 
desenvolvimento. Portugal continua a ser o país da Europa Ocidental com maior 
incidência de novos casos de tuberculose e para esta situação contribuíram todos os 
factores anteriormente citados (40). 
Para além da enorme importância da tuberculose no co texto das micobacterioses 
humanas, existe um numeroso grupo de micobactérias, também elas causadoras de 
infecção no homem, mas que não causam os mesmos índices e mortalidade da 
tuberculose (56, 117). Ao longo do século XX foram sendo identificadas inúmeras 
espécies de micobactérias que foram sendo comummente designadas como 
micobactérias atípicas ou micobactérias não tuberculosas, no léxico anglo-saxónico (44, 
117). Se inicialmente lhes foi atribuída pouca relevância clínica, atribui-se hoje uma 
relevância particular a este grupo no contexto da imunosupressão, pois estas 
micobactérias são importantes agentes de infecção em do ntes com baixos valores do 
número de linfócitos CD4 (95).  
Dentro do grupo das micobactérias não tuberculosas existe ainda um subgrupo, o das 
micobactérias de crescimento rápido, cuja importância clínica é ainda questionada mas 
continuam a aparecer registos científicos de infecçõ s graves por estas micobactérias 
que obrigam à necessidade de uma vigilância epidemiológica e um estudo mais 
aprofundado destas micobactérias (17). 
 
1.2. Transmissão e patogénese 
 
Apesar das micobactérias poderem infectar todos os tecidos e órgãos, a forma mais 
frequente é a pulmonar. A transmissão ocorre por via respiratória, e a sua origem 
provém dos bacilos eliminados pelas secreções broncopulmonares, sobretudo durante os 
esforços da tosse, por doentes com tuberculose pulmonar cavitária, dando origem a um 
aerossol de partículas que se dispersam pelo ar circundante (3). Os factores que 
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determinam a probabilidade da transmissão de M. tuberculosis são o número de 
microrganismos expelidos para o ar, a concentração de bacilos no ar determinada pelo 
volume do espaço e a sua ventilação, o tempo de exposição ao ar contaminado e a 
condição imunitária do indivíduo exposto (3, 75). São as partículas de menores 
dimensões, com 3 a 5 µm, que apresentam uma maior perigosidade, visto conseguirem 
suplantar os diversos obstáculos da árvore respiratória, podendo atingir os alvéolos 
pulmonares das zonas mais ventiladas dos pulmões, na região sub-pleural dos lobos 
inferiores (3, 75). 
Se uma das partículas contiver bacilos, ocorre um processo inflamatório inicial 
mediado por macrófagos alveolares (13). O estabelecimento de uma infecção pulmonar 
pelo bacilo inalado está dependente da sua virulência e da capacidade do macrófago 
alveolar em digeri-lo (3). Se o hospedeiro apresentar uma resposta imunitária celular 
ineficiente na destruição dos bacilos, estes vão-se multiplicar intracelularmente no 
lisossoma dos macrófagos, provocando a sua lise (3). Após a consequente libertação dos 
bacilos, ocorre uma activação dos mecanismos da imunidade inata que conduz a um 
intenso recrutamento das células para o foco inflamatório, originando a formação do 
granuloma, o qual constitui a lesão inicial da infecção micobacteriana e tem a finalidade 
de circunscrever e delimitar a infecção, através da contenção dos bacilos no centro 
caseoso do granuloma, que é composto por material necrótico rico em lípidos 
degradados da parede celular micobacteriana e macrófagos mortos (13, 103). Nessas 
condições, os bacilos podem sobreviver durante anosem estado de latência ou de 
dormência e o indivíduo infectado pode não manifestar a doença (3). Aproximadamente 
95% das lesões pulmonares iniciais evoluem para fibose e/ou calcificação (75). No 
entanto, em 5% dos casos, não ocorre a contenção da primoinfecção, quer pela 
deficiência no desenvolvimento da imunidade celular, quer pela carga infectante ou pela 
virulência da estirpe, ocorrendo a liquefacção do caseum e a libertação de bacilos, 
promovendo o desenvolvimento de doença activa (13, 75). Se o hospedeiro apresentar 
competência imunitária os bacilos libertados irão iniciar uma nova infecção, localizada 
e contida noutra região pulmonar. Caso contrário, numa situação de imunodepressão, 
ocorre uma disseminação bacilar via linfohematogénica promovendo o aparecimento de 
tuberculose miliar (3,13). Este processo fisio-patológico é idêntico para a maioria das 
infecções respiratórias causadas por micobactérias não-tuberculosas (50, 117). 
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Apesar de um pequena percentagem de indivíduos imunocompetentes infectados 
evoluir para doença activa, esta situação altera-se drasticamente em doentes com VIH, 
uma vez que o comprometimento do sistema imune potencia em larga escala a 
probabilidade da reactivação da infecção (75). Este facto tem contribuído para o 
aumento da prevalência quer de estirpes multirresistentes à terapia antibacilar, quer de 
infecções por micobactérias não tuberculosas (68). 
 
2. Género Mycobacterium 
 
2.1. Características gerais 
 
O género Mycobacterium é o único constituinte da família Mycobacteriaceae, 
incluída na ordem dos Actinomycetales da classe dos Schizomycetos (121). Os 
microrganismos deste género são bacilos aeróbios, imóveis e não formadores de esporos 
(com excepção de M. marinum), apresentam 0.2 a 0.6 µm de largura e 1.0 a 10 µm de 
comprimento, e tendem a agrupar-se em pequenas cordas u aglomerados (47, 55, 129).  
Uma das características particulares das micobactéri s  a composição e estrutura do 
invólucro celular (Figura I.1). Esta estrutura está directamente relacionada com a 
capacidade de sobrevivência destes microrganismos em ambientes hostis e a sua 
resistência a diversos compostos antimicrobianos (44, 50, 107).  
De acordo com os estudos de ultra-estrutura e química das micobactérias, o invólucro 
celular micobacteriano possui três componentes estruturais: uma membrana plasmática, 
uma parede celular e uma cápsula (33, 34). 
A membrana plasmática é uma membrana bacteriana típic , com 4 a 4.5 nm de 
espessura, que embora vital para as micobactérias, p ovavelmente possui um pequeno 
papel em processos patológicos (34, 112). Associados  esta membrana, podem-se ainda 
encontrar outros componentes, como as menoquinonas, que estão envolvidas no 
transporte de electrões, e os carotenoídes, que se p nsa estarem relacionados com a 
protecção contra danos fotolíticos e são responsáveis p la pigmentação amarelo-
alaranjada de micobactérias como M. gordonae e M. kansasii (14). 
A parede celular micobacteriana é composta por peptidoglicano ligado 
covalentemente a polissacáridos de arabinogalactano esterificados na zona distal com 
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ácidos micólicos, formando o complexo ácidos micólicos-arabinogalactano-
peptidoglicano (14, 72). O peptidoglicano, do tipo Alγ, é um dos mais comuns 
encontrados nas bactérias, no entanto nas micobactérias os resíduos de ácido murâmico 
são N-glicosilados em oposição à N-acetilação encontrada em outros géneros 
bacterianos. Estes grupos glicosil favorecem um reforço da estrutura do peptidoglicano 
ao proporcionarem ligações adicionais por pontes de hidrogénio (14).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.1. Representação esquemática do invólucro celular micobacteriano. 
Adaptado de (15, 42). 
 
Os ácidos micólicos são ácidos gordos de cadeia longa α–metil-β-ramificados, 
encontrados maioritariamente nos géneros Mycobacterium, Norcardia, Rhodococcus, e 
Corynebacterium (72, 89). As micobactérias possuem ácidos micólicos distintos dos 
outros géneros, compostos geralmente por 70 a 90 átomos de carbono em oposição aos 
40 a 60 átomos das restantes bactérias (14, 72). Estes ácidos gordos são responsáveis 
pela manutenção da estrutura celular rígida e contribuem para a baixa permeabilidade e 
consequente resistência intrínseca a compostos hidrofílicos (14, 72). O elevado teor em 
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ácidos micólicos confere ainda às micobactérias a característica Álcool-Ácido 
Resistência, isto é, a capacidade de reter corantes na presença de uma mistura de ácido e 
álcool (48). 
À parede celular micobacteriana encontram-se ainda associados diversos 
componentes, a maioria desempenhando a função de antigénio ou toxina, como: (i) 
lípidos extraíveis, que são lípidos ligados não covalentemente ao complexo ácido 
micólicos-arabinogalactano-peptidoglicano, como glicolípidos fenólicos, 
glicopeptidolípidos, trealoses aciladas, sulfolípidos e glicerofosfolípidosproteínas e 
lipoarabinomano, passíveis de serem removidos através da acção de solventes; (ii) 
proteínas, algumas das quais responsáveis pela construção da parede celular durante a 
vida do bacilo e outras que formam canais hidrofílicos que permitem a passagem de 
soluções aquosas, denominadas de porinas; e (iii) lipoarabinomano, um polissacárido 
altamente imunogénico, descrito como um possível factor de virulência envolvido na 
persistência das micobactérias no interior dos fagócitos mononucleados (9, 14, 22, 72).  
Apesar destas características comuns, as espécies do género Mycobacterium 
apresentam em muitos aspectos uma grande diversidade. Actualmente, encontram-se 
descritas na literatura mais de 125 espécies de micobactérias, a maioria subsistindo 
livremente nos ecossistemas naturais, raramente causando doença em humanos e 
animais (9, 49, 50). Apenas algumas micobactérias são patogénicas para os vertebrados 
superiores, habitando, preferencialmente o meio intracelular de fagócitos 
mononucleares. Os membros do complexo M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, 
M. africanum, M. microti, M. canetti, M. caprae e M. pinnipedi) e M. leprae são 
exemplos de micobactérias dependentes do hospedeiro, incapazes de se replicar no meio 
ambiente (9). Dentro do grupo das micobactérias ambientais raramente ou 
potencialmente patogénicas para os seres humanos, denominadas de micobactérias não 
tuberculosas (MNT), destacam-se M. avium, M. intracellulare, M. chelonae, M. 
kansasii, M. marinum, M. fortuitum e M. ulcerans (16, 44).  
Devido à diversidade das MNT, anteriormente designadas de micobactérias atípicas, 
Runyon, em 1959, introduziu um sistema de classificação baseado no tempo de 
crescimento, morfologia das colónias e na produção de pigmento em meio de cultura, 
dividindo estas bactérias em quatro grupos (Tabela I.1) (55, 112). Recentemente, esta 
classificação tem-se tornado menos útil devido à descoberta de que a produção de 
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pigmentação pode estar relacionada com a temperatura, e que nem todas as estirpes da 
mesma espécie apresentam a mesma capacidade para produzir pigmento (41). Um 
esquema de classificação alternativo foi então desenvolvido, baseado na patogenicidade 
das espécies micobacterianas, agrupando-as de acordo com o risco de infecção (Tabela 
I.2) (36, 41, 149, 150). 
 
Tabela I.1. Sistema de classificação de Runyon. Divisão das MNT em quatro grupos, 
de acordo com o tempo de crescimento, morfologia das colónias e produção de 
pigmento. Adaptado de (112). 
Classificação de Runyon 
Grupo Runyon I 
Micobactérias fotocromogéneas de crescimento lento – 
produzem pigmento amarelo-alaranjado quando expostas à luz. 
Exemplo: M. kansasii; M. marinum. 
Grupo Runyon II 
Micobactérias escotocromogéneas de crescimento lento – 
produzem pigmento amarelo-alaranjado quando expostas à luz 
ou no escuro. Exemplo: M. gordonae; M. scrofulaceum; M. 
xenopi. 
Grupo Runyon III 
Micobactérias não-cromogéneas de crescimento lento – não 
produzem pigmento. Exemplo: M. avium complex; M. 
ulcerans. 
Grupo Runyon IV 
Micobactérias de crescimento rápido – não produzem 
pigmento. Exemplo: M. chelonae; M. abscessus; M. fortuitum. 
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Tabela I.2. Classificação das micobactérias de acordo com o risco de infecção. 
Adaptado de (36). 
Raramente patogénicas 
Potencialmente 
patogénicas 
Estritamente 
patogénicas 
M. smegmatis M. aurum M. avium M. tuberculosis 
M. phlei M. chitae M. intracellulare M. bovis 
M. fallax M. duvalii M. chelonae M. ulcerans 
M. thermoresistible M. gadium M. fortuitum M. microti 
M. para fortuitum M. gilvum M. kansasii M. leprae 
M. gastri M. komossense M. malmoense  
M.  triviale M. lepraemurium M. marinum  
M. nonchromogenicum M. neoaurum M.  scrofulaceum  
M. gordonae M. terrae M. simiae  
M. flavescens M. vaccae M. szulgai  
M. farcinogenes M. agri M. xenopi  
M. senegalense M. aichiense M. asiaticum  
M. paratuberculosis M. porcinum M. haemophilum  
M. austroafricanum M. chubuense M. shimoidei  
M. diernhoferi M. obuense   
M. pulveris M. rhodesiae   
M. tokaiense M. moriokaense   
M. poriferae    
 
2.2.  Mycobacterium smegmatis 
 
O M. smegmatis é uma micobactéria ambiental, de crescimento rápido, geralmente 
considerado não patogénico, podendo porém, em alguns casos muito raros, causar 
doença (90, 146). Esta micobactéria foi descrita pela primeira vez em 1884 por 
Lustgarten, após a descoberta de bacilos com características tintoriais semelhantes à do 
bacilo da tuberculose, em lesões de cancro sifilítico. Posteriormente, Alvarez e Tavel 
observaram microrganismos semelhantes aos descritos por Lustgarten, tanto nas lesões 
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referidas anteriormente, como em secreções genitais (esmegma, em inglês “smegma”) 
(110). Actualmente, encontra-se associado a lesões dos tecidos moles após trauma ou 
cirurgia, tendo sido também descrito como possível factor na carcinogénese peniana 
(29). 
Devido ao facto de ser um organismo de crescimento rápido, facilmente cultivável na 
maioria dos meios de cultura do laboratório, à sua não patogenicidade, requerendo 
apenas um laboratório de segurança de nível 1, por o sição às espécies patogénicas 
que necessitam de infra-estruturas adequadas à sua manipulação, e partilhar a mesma 
estrutura da parede celular de M. tuberculosis e das restantes micobactérias, M.
smegmatis tem sido vastamente utilizado em trabalhos de investigação como 
microrganismo modelo para a manipulação laboratorial de espécies micobacterianas 
(35, 43, 53, 70, 124). 
 
3. Resistência aos agentes antimicrobianos 
 
3.1. Agentes antimicrobianos 
 
O termo antibiótico foi definido inicialmente por Waksman em 1942, como uma 
substância de origem natural, isto é, produzida por microrganismos, antagonista do 
crescimento de outros microrganismos (145). Actualmente, este termo define 
substâncias de origem natural, sintética ou derivados e compostos naturais por 
alterações químicas, capazes de provocar a morte celular (acção bactericida) ou inibir o 
crescimento bacteriano (acção bacteriostática), produzindo o mínimo de danos possíveis 
ao hospedeiro (toxicidade selectiva) (23, 101).  
Os agentes antimicrobianos podem exercer a sua acção sobre a célula bacteriana, de 
diferentes modos (23, 101). Estes mecanismos, que envolv m a inibição de processos 
fundamentais ao desenvolvimento bacteriano, são actualmente agrupados em cinco 
categorias (Figura I.2): (i) inibição da síntese da parede celular, (ii) inibição da síntese 
proteica, (iii) inibição da síntese de ácidos nucleicos, (iv) inibição competitiva de 
metabolitos essenciais, e (v) acção sobre a integridade da membrana citoplasmática. 
(23, 101). 
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Figura I.2. Alvos celulares bacterianos de antibióticos. Adaptado de (77). 
 
Os inibidores da síntese da parede celular bacteriana como os antibióticos β-
lactâmicos e glicopéptidos bloqueiam a capacidade dos microrganismos em sintetizar 
peptidoglicano, um componente essencial à manutenção da estrutura da parede celular 
bacteriana, através da inibição de enzimas que integram a sua via biossintética, como 
transglicosilases e transpeptidases (23, 24). 
Os inibidores da síntese proteica, de entre os quais se contam classes de antibióticos 
como aminoglicosídeos, tetraciclinas, macrólidos, lincosamidas, cloranfenicol, 
estreptograminas e ácido fusídico, actuam sobre difrentes regiões da unidade 
ribossomal 70S afectando fases distintas deste mecanismo como a ligação aminoacil- 
ácido ribonucleico de transferência (ARNt), formação de ligações peptídicas, leitura do 
ácido ribonucleico mensageiro (ARNm), provocando leituras incorrectas do código 
genético que podem conduzir à síntese de proteínas não funcionais (24, 101).  
Devido à semelhança dos mecanismos de síntese de áci os nucleicos entre 
procariontes e eucariontes, a maioria dos agentes atimicrobianos que interferem na 
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formação destas macromoléculas, possuem uma selectividade tóxica reduzida, 
limitando deste modo, a sua empregabilidade na prática clínica (101). Contudo, 
antibióticos como a RIF, pertencente à classe das rifamicinas, que actua sobre a síntese 
do ácido ribonucleico (ARN) ao ligar-se à subunidade β da polimerase de ARN 
bacteriana, inibindo a transcrição, e as quinolonas que inibem selectivamente a girase do 
ácido desoxirribonucleico (ADN) e a topoisomerase IV bacterianas através da formação 
de complexos quinolona-ADN-topoisomerase, inibindo o processo de replicação do 
ADN, são largamente utilizados devido à sua elevada toxicidade selectiva (24, 101). 
Diversos agentes antimicrobianos actuam como antimetabolitos, bloqueando a 
utilização de metabolitos essenciais ou factores de crescimento pelas vias metabólicas 
funcionais através de inibição competitiva, devido à sua similaridade estrutural. As 
sulfanamidas, que apresentam uma acção competitiva sobre o metabolismo dos folatos, 
são um exemplo de antibióticos com acção antimetabolí ica (101). 
As polimixinas e péptidos catiónicos são antibióticos que apresentam uma acção 
sobre a integridade da membrana citoplasmática, através de alterações na 
permeabilidade pela disrupção da estrutura membranar (24, 101). A integridade da 
membrana citoplasmática é fundamental para as bactérias, uma vez que a disrupção 
conduz à perda de metabolitos essenciais ao desenvolvimento e sobrevivência 
bacterianos (101).  
 
3.2. Mecanismos de resistência aos agentes antimicrobianos 
 
Os agentes antimicrobianos, desde a sua descoberta no século XX, têm 
desempenhado um papel fundamental na redução das doenças infecciosas (31). A sua 
utilização, combinada com melhorias no saneamento, habitação, alimentação e 
disseminação dos programas de imunização, conduziu a uma queda drástica do número 
de mortes decorrentes de doenças que anteriormente eram generalizadas, intratáveis, e 
frequentemente fatais (19). Esta participação importante no controlo de doenças 
infecciosas graves tem também contribuído para o aumento da esperança média de vida 
observado no último quarto do século passado (152).  
Estes benefícios são agora ameaçados por um outro desenvolvimento recente: a 
emergência e proliferação de microrganismos resistentes aos agentes antimicrobianos 
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(154). Nos últimos anos, tem-se observado um aumento da frequência de infecções 
provocadas por microrganismos resistentes aos antimicrobianos, tanto em hospitais 
como na comunidade (28). Esta frequência crescente da r sistência aos antimicrobianos 
tem sido atribuída à combinação de características microbianas, pressão selectiva, e 
mudanças sociais e tecnológicas que potenciam a transmissão de microrganismos 
resistentes (28). Como consequência, a resistência a timicrobiana, tem conduzido a um 
aumento da morbilidade, mortalidade e dos custos de saúde (28). 
As infecções bacterianas que mais contribuem para as doenças em humanos e 
animais são também aquelas em que a emergência de microrganismos resistentes é mais 
evidente: doenças diarreicas, infecções do trato respiratório, meningite, infecções 
sexualmente transmissíveis e infecções hospitalares (119, 120). Alguns exemplos 
importantes incluem o Streptococcus pneumoniae resistente à peniclina, Staphylococcus 
aureus resistente à metacilina, enterococos resistentes à vancomicina, Salmonella 
multirresistente e Mycobacterium tuberculosis multirresistente (152). 
A resistência de um microrganismo a um determinado ntimicrobiano pode ser 
classificada inicialmente como intrínseca ou adquirida (159).  
A resistência intrínseca ou resistência natural é uma consequência de processos 
adaptativos, em que cada membro de uma espécie bacteriana é resistente sem que seja 
necessário a aquisição de informação genética adicional (93, 159). Dois dos 
mecanismos considerados como as principais causas de resistência intrínseca bacteriana 
a diversos fármacos são a permeabilidade celular reduzida e os sistemas de efluxo 
activos (93).  
A resistência adquirida é um mecanismo major da resistência antimicrobiana, que 
resulta de uma pressão evolucionária específica desenvolvida como mecanismo de 
defesa contra uma ou diversas classes de antimicrobianos (158, 159). Este tipo de 
resistência, resultante de alterações no genoma bacteriano, pode ser obtida através de 
uma mutação e transmitida verticalmente às células descendentes, mas frequentemente, 
esta resistência é adquirida por transferência horizontal de genes de resistência entre 
estirpes e espécies microbianas, por mecanismos de transformação, transdução ou 
conjugação (159). 
A resistência bacteriana aos agentes antimicrobianos é mediada por diversos 
mecanismos, agrupados em três categorias principais (Figura I.3): (i) inactivação directa 
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ou modificação do antibiótico, como por exemplo, através da destruição enzimática do 
anel β-lactâmico dos antibióticos β-lactâmicos por acção de hidrolítica de β-lactamases, 
ou a acetilação e fosforilação de aminoglicosídeos por acetiltransferases e 
fosfotransferases, respectivamente, (ii) alteração/modificação do alvo celular do 
antibiótico, tomando como exemplo, a redução da afinidade dos ribossomas para os 
macrólidos através da metilação da subunidade 23S do áci o ribonucleico ribossomal 
(ARNr), componente da subunidade ribossomal 50S, e a diminuição da afinidade da 
RIF para a subunidade β da ARN polimerase através de mutações no gene rpoB, (iii) 
redução da concentração intracelular dos agentes animicrobianos, através diminuição 
da permeabilidade celular por perda ou alteração de porinas, proteínas integrantes da 
membrana externa que formam canais hidrofílicos ou pela extrusão do antibiótico para 
o meio extracelular, mediada por bombas de efluxo (64, 67, 92, 93, 158, 159). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.3. Principais mecanismos de resistência aos antimicrobianos. A - 
Prevenção da acumulação de antimicrobianos através da redução da permeabilidade 
celular ou do aumento do efluxo; B - Inactivação dos antimicrobianos por hidrólise ou 
modificação, e.g. fosforilação; C - Alteração qualitativa dos alvos para a redução da 
afinidade para os antimicrobianos ou quantitativa atr vés da sobreprodução dos alvos. 
Adaptado de (159). 
 
3.3. Agentes antimicrobianos com actividade antimicobacteriana: Mecanismos 
de acção e de resistência.  
 
O agente antimicrobiano com maior actividade antimicobacteriana é a INH ou 
hidrazida do ácido isonicotínico. É um pró-fármaco bactericida sintético que tem de ser 
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metabolizado pela catalase-peroxidase micobacteriana para se tornar activo. A sua 
actividade inibitória incide sobre a síntese dos ácidos micólicos (os principais 
componentes da parede celular das micobactérias) (123, 132). O mecanismo pelo qual 
ocorre resistência de M. tuberculosis à INH é complexo e mal descrito, tendo sido 
atribuído a mutações individuais em genes que codifi am a catalase-peroxidase (katG), 
a enzima da via dos ácidos micólicos (inhA) e uma proteína sintetase cetoacil 
transportadora (kasA) (7, 84, 123, 160, 161). A resistência à INH na maiori  dos 
isolados clínicos resulta do bloqueio da activação do pró-fármaco, pois o gene mutante 
codifica uma proteína que apresenta uma capacidade iminuída na sua activação (4, 
111, 147). No entanto, muitas estirpes resistentes ão têm mutações em nenhum dos 
genes associados, até à data, com resistência à INH (104, 162), o que leva a suspeitar 
que podem estar envolvidos outros factores, como a resistência mediada por bombas de 
efluxo dependentes de energia (25, 123, 141, 142). 
A STR é um aminociclitol glicosídico, que se liga à subunidade 16S do ARN 
ribossomal (ARNr 16S) inibindo a iniciação da tradução (89, 123). Foram descritas 
mutações associadas à resistência a este antibiótico no gene correspondente ao ARNr 
16S (rrs) e no gene rpsL que codifica a proteína ribossomal S12 (123). O complexo M. 
tuberculosis tem apenas uma cópia do gene ARNr. Deste modo, alterações nucleotídicas 
pontuais neste gene originam facilmente resistência de alto nível. Pequenas 
perturbações na sua estrutura são suficientes para originar resistência ou afinidade 
reduzida para com a STR (85, 123). A maioria das mutações pontuais que conferem 
resistência à STR ocorre no gene rpsL. Aproximadamente 75% das estirpes resistentes à 
STR possuem alterações no gene rpsL ou rrs associadas à resistência. Nos 25% 
restantes não foram encontradas mutações associadas a resi tência em qualquer um dos 
genes, o que indica a existência de outros possívei m canismos de resistência à STR 
(1, 86, 122, 123). 
A pirazinamida (PZA) é um análogo estrutural da nicotinamida que é bactericida em 
bacilos semi-dormentes, tendo como alvo uma enzima envolvida na síntese dos ácidos 
gordos (123, 126). É um pró-fármaco que é convertido na sua forma activa, o ácido 
pirazinoico (APO), pela enzima pirazinamidase codificada pelo gene pncA (123, 126). 
A PZA difunde-se passivamente para o interior do M. tuberculosis, é convertida em 
APO pela pirazinamidase e acumula-se em grandes quantidades no citoplasma a pH 
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ácido, devido a um sistema de efluxo ineficiente (126). A existência de estirpes 
resistentes que não apresentam mutação neste gene é indicativo do envolvimento de 
outros mecanismos como os envolvidos no “uptake” da PZA, regulação de pncA ou 
efluxo de APO (106, 126). Alguns membros do complexo M. tuberculosis como M. 
bovis, e M. bovis Bacilo de Calmette-Guerin (BCG) são naturalmente resist ntes à PZA 
devido a uma mutação pontual no gene p cA (60, 123, 126). 
O etambutol (EMB) é um outro antibacilar utilizado n tratamento da tuberculose 
devido à sua eficiência na inibição da transferência de arabinogalactano para a parede 
celular micobacteriana, um processo que conduz à acumulação dos ácidos micólicos 
(123, 133). O alvo deste antibacilar é uma arabinosil transferase envolvida na 
biossíntese do arabinano, um componente do arabinogalactano que se encontra na 
parede celular (10, 123). A inibição da síntese do arabinano conduz à acumulação dos 
ácidos micólicos e à inviabilidade celular. Foram identificados em M. tuberculosis três 
genes contíguos que codificam arabinosiltransferases designados embC, embA e embB 
(30). Mutações na região contendo os genes embCAB em estirpes de M. tuberculosis 
resistentes ao BEM, isoladas a partir de amostras clínicas, originam substituições de 
aminoácidos que conduzem à resistência (127). No entanto, cerca de um quarto das 
estirpes resistentes não possui qualquer mutação conhe ida que esteja associada à 
resistência ao EMB, o que significa que existem múltiplas vias moleculares que estão na 
base da sua resistência (105). 
Em conjunto com a INH, a RIF, cujo mecanismo de acção da consiste na inibição da 
transcrição através da ligação à subunidade beta da ARN polimerase ADN-dependente, 
são os dois agentes antimicobacterianos mais eficazs (12, 123, 126, 135). Foram 
identificadas mutações no gene rpoB de estirpes de M. tuberculosis resistentes à RIF 
que conferiam resistência ao diminuir a afinidade desta para a subunidade beta da ARN 
polimerase (135, 136). A resistência à RIF foi o primeiro mecanismo de resistência a 
antibióticos descrito em M. tuberculosis por Telenti et al. (135). Nas estirpes de M. 
tuberculosis resistentes à RIF, a resistência resulta de mutações pontuais ou de pequenas 
delecções ou inserções numa região limitada de 81 pares de bases (27 codões) do gene 
rpoB em 95% das estirpes (135, 136). Os mecanismos de resistência nos restantes 5% 
de isolamentos resistentes permanecem indeterminados. 
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A INH, RIF, EMB, PZA e STR são considerados os agentes antimicobacterianos de 
1ª linha por serem os que fazem parte dos esquemas ter pêuticos múltiplos, 
comummente utilizados para o tratamento de uma tuberc lose activa (157). Quando 
emergem resistências estes agentes têm de ser substituído  por outros menos eficazes, 
considerados de segunda linha (153, 157). São exemplos os aminoglicosídeos 
(amicacina e canamicina), as fluoroquinolonas (levof oxacina e ofloxacina) ou os 
macrólidos (claritromicina e azitromicina) (157). 
Embora do ponto de vista biológico a resistência em M. tuberculosis se desenvolva 
principalmente por mutações espontâneas em um ou mais genes, sabe-se que 
clinicamente ela resulta da pressão selectiva exercida por um tratamento inadequado 
normalmente devido à fraca adesão dos doentes ao trat mento. Outras causas incluem 
monoterapia, doseamento não apropriado dos antibióticos e fraca absorção dos 
antibióticos, mas em todos os casos a espontaneidade das mutações é acompanhada por 
um determinismo inexorável que conduz à multiresistência, quando os fenómenos 
acima descritos ocorrem em simultâneo (155). Por este motivo, a Organização Mundial 
de Saúde, criou o Programa “Direct Observed Treatment”, mais conhecido pelo 
acrónimo DOT, ou Tratamento Observado Directamente (TOD), em que um observador 
profissional de saúde se certifica que o doente toma a medicação prescrita e que não 
abandona o esquema terapêutico (151). 
Nos doentes com tuberculose resistente a múltiplos fármacos e em doentes com 
infecções a MNT, naturalmente resistentes aos antimicobacterianos anteriores, o 
tratamento apresenta elevada resistência aos fármacos antimicrobianos, apresenta fraca 
correlação entre susceptibilidades “in vitro” e “in vivo”, os antimicobacterianos 
disponíveis possuem um elevado potencial de toxicidade e há necessidade de 
tratamentos muito prolongados (51). 
Procuram-se hoje novas alternativas antimicobacterinas, ditas de 3ª linha, como as 
oxazolidinonas (linezolide), derivados de tetraciclinas (glicilciclinas) ou 
metoxifluoroquinolonas (gatifloxacina) mas cujos estudos ainda são incipientes e cujas 
associações com outros fármacos antimicobacterianos são desconhecidos o que obvia a 
sua integração nos esquemas múltiplos (45, 78, 157).
Por outro lado, em micobactérias, começou a ser valoriz do como mecanismo de 
resistência acessório e de baixo nível a aquisição de resistência fenotípica por aumento 
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da impermeabilidade e/ou por aumento do efluxo activo de antibacilares como a INH, 
os macrólidos ou as fluoroquinolonas (108, 109, 141). Crê-se que diminuição da 
concentração intracelular destes compostos permite o aumento da sobrevivência das 
estirpes em presença do antibiótico, facilitando, pr exemplo, a aquisição e 
estabilização de outros mecanismos de resistência como as mutações anteriormente 
descritas e consideradas o mecanismo principal de resistência de alto nível (71, 98, 
118). 
 
3.4. Mecanismos de resistência por aumento da impermeabilidade 
 
Como referido anteriormente, uma das características da resistência intrínseca que 
influencia directamente a transposição de agentes antimicrobianos para o meio 
intracelular é a permeabilidade celular reduzida (93).  
Por exemplo, bactérias Gram-negativas, como a Pseudomonas aeruginosa, estão 
descritas como sendo altamente resistentes à acção de antimicrobianos hidrofóbicos 
devido à baixa permeabilidade da sua membrana externa para estes compostos (93). Em 
micobactérias, o influxo de compostos hidrofóbicos é condicionado pela reduzida 
fluidez da camada de ácidos micólicos da parede celular, que actua como uma barreira 
contra moléculas lipofílicas (72, 128). 
Um dos mecanismos de resistência aos agentes antimicrobianos é o aumento da 
impermeabilidade celular através da redução da expressão de porinas, responsáveis pela 
difusão de solutos hidrofílicos para o meio intracelular (92, 93). 
Como exemplo, um estudo publicado em 1981 por Harder et al. descreveu que a 
ausência da proteína da membrana externa OmpF em E. coli, tornou esta bactéria mais 
resistente a diversos compostos β-lactâmicos (54), e em 2004 e 2008, trabalhos 
realizados por Stephan et al. e Danilchanka et al., respectivamente, indicaram que a 
porina MspA desempenha um papel importante na aquisição de nutrientes e antibióticos 
em M. smegmatis, e que a sua ausência confere um aumento da resistência a esses 
antimicrobianos (35, 131). 
A proteína MspA, codificada pelo gene mspA, é a porina principal de M. smegmatis, 
constituindo mais de 70% de todos os poros deste microrganismo (128). Outros genes 
que codificam para porinas semelhantes à anterior foram também identificados em M. 
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smegmatis, nomeadamente mspB, mspC e mspD (128). Apenas os genes mspA e mspC 
são expressos na estirpe selvagem, enquanto a transcrição de mspB e mspD só é 
activada, por mecanismos desconhecidos, após a deleção d  mspA (131). 
 
3.5. Mecanismos de resistência por aumento da expressão de bombas de efluxo 
 
3.5.1.  Bombas de efluxo 
 
As bombas de efluxo, originalmente descritas em bactéri s, são actualmente 
reconhecidas como determinantes major na modulação da acumulação de compostos 
antimicrobianos em praticamente todos os tipos de células, desde procariontes aos 
eucariontes superiores (138). 
Os sistemas de efluxo bacterianos dependentes de energia bombeiam uma gama 
diversificada de compostos químicos e estruturalmente independentes, sem proceder à 
sua alteração ou degradação (61). A análise de diversas sequências do genoma 
bacteriano, disponíveis em bases de dados públicas, tem permitido constatar que as 
bombas de efluxo de compostos antimicrobianos, conhecidas ou putativas, constituem 6 
a 18% de todos os transportadores encontrados em todas as células bacterianas (96). 
O facto das bactérias patogénicas e não patogénicas pos uírem um número 
comparável de bombas de efluxo codificadas no cromossoma sugere que estes sistemas 
de efluxo não surgiram recentemente como resultado de uma exposição extensiva aos 
fármacos utilizados na prática clínica, mas que desempenham um papel fisiológico 
importante na extrusão de substâncias tóxicas de orig m natural (113). 
Em 1976, foi reportado o primeiro exemplo de bomba de efluxo, a P-glicoproteína, 
que se encontrava implicada na resistência de células cancerígenas de mamíferos a 
agentes citostáticos, e no final desta mesma década, o efluxo de antibióticos foi descrito 
como um mecanismo de resistência bacteriano, após diversos estudos com estirpes de 
Escherichia coli resistentes à tetraciclina (5, 6, 58, 69, 83).  
Desde essa altura, diversos sistemas de efluxo codificados no cromossoma ou em 
plasmídeos têm sido relatados para uma ampla variedade e agentes antibacterianos, 
incluindo antibióticos, biocidas e solventes, em numerosas bactérias (99, 100). 
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Embora algumas bombas de efluxo sejam específicas, uma grande parte destes 
sistemas de extrusão é capaz de acomodar diversos compostos antimicrobianos, 
contribuindo, significativamente para a multiresistência intrínseca e adquirida em 
bactérias (61). 
Estes sistemas de transporte podem ser classificados segundo as suas características 
bioenergéticas em duas classes, os transportadores activos primários e os 
transportadores activos secundários (79, 137). Como fonte de energia, os 
transportadores activos primários hidrolisam o trifosfato de adenosina (ATP), sendo 
desta forma denominados de transportadores “ATP-binding cassette”, enquanto os 
transportadores activos secundários recorrem ao gradiente electroquímico 
transmembranar protónico ou de iões de sódio (79). 
De acordo com as suas características estruturais, elações filogenéticas e 
especificidade do substrato, as bombas de efluxo podem ainda ser subdivididos 5 em 
famílias ou superfamílias: a superfamília “ATP-Binding Cassete” (ABC), a superfamília 
“Major Facilitator” (MFS), a família “Small Multidrug Resistance” (SMR), a 
superfamília “Resistance-nodulation-cell division” (RND) e a família “multidrug and 
toxic compound extrusion” (MATE) (Tabela I.3) (61, 79, 137). 
 
Tabela I.3. Caracterização das famílias ou superfamílias de transportadores 
activos celulares. Adaptado de (61, 64, 138). 
Família ou superfamília Fonte de energia 
ABC Hidrólise de ATP 
MFS Gradiente transmembranar protónico 
SMR Gradiente transmembranar protónico 
RND Gradiente transmembranar protónico 
MATE Gradiente transmembranar protónico ou de iões de ódio 
Legenda: RND, Superfamília “Resistance-nodulation-cell division”; MFS, Superfamília “Major 
Facilitator”; ABC, Superfamília “ATP-Binding Cassete”; MATE, Família “multidrug and toxic 
compound extrusion”; SMR, Família “Small Multidrug Resistance”. 
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3.5.1.1. Superfamília “ATP-Binding Cassete” (ABC) 
 
As proteínas transportadoras pertencentes à superfamília ABC estão envolvidas na 
tolerância a uma grande diversidade de agentes citotóxic s em células procariontes e 
eucariontes, utilizando a energia livre proveniente da hidrólise do ATP como fonte de 
energia para o transporte dos diferentes substratos (Figura I.4A) (38, 102, 140). 
A superfamília ABC é constituída por diversas famílias, sendo a atribuição da família 
geralmente efectuada de acordo com a especificidade do substrato. As bombas de efluxo 
LmrA de Lactococcus lactis, Msr(A) de Staphylococcus spp. e EfrAB de Enterococcus 
fecalis são exemplos de proteínas desta superfamília (114,137).  
Estruturalmente, os transportadores ABC parecem consistir em pelo menos quatro 
domínios: dois domínios transmembranares, altamente hidrofóbicos, compreendendo 
geralmente seis hélices α que formam a via através da qual o substrato atravess  a 
membrana, e dois domínios hidrofílicos de ligação a sequências nucleotídicas, 
localizados na periferia da face citoplasmática da membrana e responsáveis pela ligação 
e hidrólise do ATP para a translocação do substrato (Figura I.4B) (38, 102).  
 
 
A                                                B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.4. Representação esquemática da bomba de efluxo LmrA da superfamília 
ABC (A) e modelo estrutural para os transportadores ABC e respectivos motivos 
conservados (B). Adaptado de (61, 102). 
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3.5.1.2. Superfamília “Major Facilitator” (MFS) 
 
Os transportadores MFS constituem uma superfamília antiga, grande e diversa, que 
incluem mais de um milhar de membros sequenciados, agrupados em pelo menos 59 
famílias (61). 
Os membros desta superfamília, presente em células e carióticas e procarióticas, 
podem catalizar o uniporte, o simporte soluto/catião (H+ ou Na+), o antiporte soluto/H+ 
ou o antiporte soluto/soluto (Figura I.5A) (61, 114). 
Estas proteínas apresentam 12 ou 14 segmentos transmembranares (Figura I.5B e 
I.5C) e estão envolvidas no transporte de diferentes compostos, como açúcares simples, 
oligossacáridos, fármacos, aminoácidos, metabolitos do ciclo de Krebs e uma grande 
variedade de catiões e aniões inorgânicos (38, 114).
Os transportadores QacA/B e NorA de Staphylococcus aureus, ErmB de E. coli e 
LfrA de M. smegmatis são exemplos de sistemas de extrusão de compostos 
antimicrobianos pertencentes à superfamília MFS (102, 37). 
 
A                                                   B 
 
 
 
 
 
                                                    C 
 
 
 
 
 
Figura I.5. Representação esquemática da bomba de efluxo NorA da superfamília 
MFS (A) e modelo estrutural para os transportadores MFS e respectivos motivos 
conservados, possuindo 12 (B) e 14 (C) segmentos transmembranares. Adaptado de 
(61, 102). 
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3.5.1.3. Família “Small Multidrug Resistance” (SMR) 
 
Os membros da família SMR são sistemas de transporte h mo-oligoméricos ou 
hetero-oligoméricos procarióticos, de reduzidas dimensões (38, 61, 102). As 
subunidades destes sistemas são compostas por 100 a 120 resíduos de aminoácidos, e 
apresentam quatro segmentos transmembranares (Figura I.6B) (61, 38). Estas proteínas 
transportadoras utilizam a força motriz protónica (FMP) para induzir a extrusão de 
diversos compostos, geralmente catiónicos (Figura I.6A) (38, 61, 102). 
De entre as bombas de efluxo pertencentes a esta família, bem caracterizadas na 
literatura, incluem-se a Smr de S. aureus, ErmE de E. coli e Mmr de M. tuberculosis. 
(38, 102). 
 
A                                                           B 
 
 
 
 
 
 
Figura I.6. Representação esquemática da bomba de efluxo ErmE da família SMR 
(A) e modelo estrutural para os transportadores SMR e respectivos motivos 
conservados (B). Adaptado de (61, 102). 
 
3.5.1.4. Superfamília “Resistance-nodulation-cell division” (RND) 
 
Os sistemas transportadores da superfamília RND consistem, de um modo geral, em 
grandes cadeias polipeptídicas, compostas por 700 a 1300 resíduos de aminoácidos, 
com 12 segmentos transmembranares (Figura I.7B) (102, 114). 
Os membros desta superfamília estão presentes em bactérias Gram-negativas e 
possuem um papel importante na resistência a diversos compostos incluindo 
antibióticos, corantes e detergentes, através da extrusão destes substratos, por via de um 
mecanismo de antiporte substrato/H+ (11, 61). Estas bombas de efluxo são constituídas 
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por uma associação entre três proteínas, nomeadamente, uma proteína transportadora, 
uma proteína membranar externa e uma proteína de fusão periplasmática membranar, 
formado um canal que atravessa o espaço periplásmico, permitindo o transporte de 
compostos através da membrana interna e externa das bactérias Gram-negativas (Figura 
I.7A) (11, 102). 
As estruturas proteicas tripartidas AcrAB-TolC de E. coli e MexAB-OprM de P. 
aeruginosa são exemplos de sistemas de efluxo da superfamília RND (163). 
 
A                                                           B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.7. Representação esquemática da bomba de efluxo AcrAB-TolC da 
superfamília RND (A) e modelo estrutural para os transportadores RND e 
respectivos motivos conservados (B). Adaptado de (61, 102). 
 
3.5.1.5. Família “multidrug and toxic compound extrusion” (MATE) 
 
Os transportadores da família MATE, classificados anteriormente como membros da 
superfamília MFS devido à semelhança na topologia membranar, são actualmente 
reconhecidos como uma família distinta de transportad es, uma vez que não 
apresentam homologia de sequências para as proteínas MFS (61). Os membros da 
família MATE são compostos, aproximadamente, por 450 resíduos de aminoácidos, 
com 12 segmentos transmembranares (61, 102). 
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Estes sistemas de efluxo utilizam a FMP ou o gradiente transmembranar de iões 
sódio como fonte de energia para a extrusão de diversos substratos, como corantes 
catiónicos, fluoroquinolonas hidrofílicas e aminoglicosídeos (Figura I.8) (61, 102). 
Como exemplo de bombas de efluxo, descritas na liter tura, pertencentes à família 
MATE, citam-se a PmpM de P. aeruginosa, MepA de S. aureus e NorM de Neisseria 
meningitidis (61, 95). 
 
 
 
 
 
 
Figura I.8. Representação esquemática da bomba de efluxo NorM da família 
MATE. Adaptado de (61). 
 
3.5.2. Bombas de efluxo em micobactérias 
 
A primeira evidência indirecta da presença de um sistema proteico de extrusão de 
compostos antimicrobianos em micobactérias surgiu com a emergência de estirpes 
resistentes às fluoroquinolonas, após a introdução desta classe de antibióticos na terapia 
de tuberculose pulmonar multirresistente (8, 134, 142). Takiff et al., em 1996, através 
da utilização de M. smegmatis como modelo genético para M. tuberculosis, 
seleccionaram um gene que confere resistência de baixo nível às fluoroquinolonas e 
aumenta a frequência de mutações associadas a resistência de alto nível quando presente 
num plasmídeo multicópia (134). Este gene denominado lfrA, de “low-level 
fluoroquinolone resistance”, codifica para uma bomba de efluxo pertencente à 
superfamília MFS, a LfrA (134). 
Actualmente, encontram-se identificadas e caracterizadas geneticamente diversas 
bombas de efluxo micobacterianas, a maioria pertencendo às superfamílias 
transportadoras MFS e ABC (1, 26, 38 122, 134, 142). Alguns destes sistemas 
transportadores presentes em micobactérias, descritos a é à data na literatura, 
encontram-se sumariados na Tabela I.4. 
 25 
Tabela I.4. Caracterização de bombas de efluxo micobacterianas associadas a 
susceptibilidade reduzida a compostos antimicrobianos. Adaptado de (38, 71, 142). 
Bomba de efluxo 
Família 
transportadora 
Micobactéria Resistência 
EfpA MFS M. tuberculosis 
Fluoroquinolonas, 
acriflavina, brometo de 
etídio 
Tet(V) MFS 
M. smegmatis      
M. fortuitum 
Tetraciclina 
Tap MFS 
M. fortuitum       
M. tuberculosis 
Tetraciclina, 
aminoglicosídeos 
P55 MFS 
M. bovis               
M. tuberculosis 
Tetraciclina, 
aminoglicosídeos 
Rv1634 MFS M. tuberculosis Fluoroquinolonas 
Rv1258c MFS 
M. tuberculosis 
(estirpe clínica) 
Rifampicina, ofloxacina 
LfrA MFS M. smegmatis 
Fluoroquinolonas, 
acriflavina, brometo de 
etídio, compostos de 
amónio quaternários 
MmR SMR M. tuberculosis 
Eritromicina, brometo 
de etídio, acriflavina, 
safranina O, pironina Y 
MmpL7 RND M. tuberculosis Isoniazida 
Sistema Pst ABC M. smegmatis Fluoroquinolonas 
DrrAB ABC M. tuberculosis 
Tetraciclina, 
eritromicina, etambutol, 
norfloxacina, 
estreptomicina, 
cloranfenicol 
Operão Rv2686c-
Rv2687c-Rv2688c 
ABC M. tuberculosis Fluoroquinolonas 
Legenda: MFS, Superfamília “Major Facilitator”; SMR, Família “Small Multidrug Resistance”; RND, 
Superfamília “Resistance-nodulation-cell division”; ABC, Superfamília “ATP-Binding Cassete”. 
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3.5.2.1. Bombas de efluxo em M. smegmatis 
 
O genoma de M. smegmatis compreende diversos genes que codificam para bombas 
de efluxo putativas, pertencentes às cinco classes de transportadores referidas 
anteriormente, com especial predomínio da superfamília MFS (70). Estudos de 
comparação entre estas proteínas e as bombas de efluxo putativas descritas em M. 
tuberculosis revelaram homologias até 81% de identidade nas sequências animoacídicas 
(Tabela I.5) (70). Apesar da presença de um grande número de genes codificantes para 
bombas de efluxo putativas em M. smegmatis, com a excepção de lfrA, a contribuição 
destas unidades funcionais genéticas para a resistência intrínseca e adquirida deste 
microrganismo aos antimicrobianos não é totalmente compreendida (70, 134). 
 
Tabela I.5. Classificação e identidade de resíduos de aminoácidos de algumas 
bombas de efluxo putativas de M. tuberculosis H37Rv e M. smegmatis mc2155. 
Adaptado de (70). 
Gene(s) de 
M. tuberculosis 
Gene(s) de 
M. smegmatis 
Família 
Identidade de resíduos de  
aminoácidos (%) 
(M. tuberculosis vs M. smegmatis) 
Rv1145-Rv1146 4208498–6201 RND 62 
Rv1250 4074929–3495 MFS 63 
Rv1258c (tap) 4057327–7998 MFS 67 
Rv1410c (P55) 2073408–1882 MFS 69 
Rv1634 2814796–3420 MFS 64 
Rv1819c 3395875–7779 ABC 63 
Rv1877 2555505–2748 MFS 58 
Rv2136c 3203468–2646 ABC 73 
Rv2836c 1641611–2909 MATE 74 
Rv2846c (efpA) 1629942–31402 MFS 81 
Rv2994 1393778–2456 MFS 54 
Rv3065 (mmr, emrE) 2666199–373 SMR 40 
Inexistente lfrA MFS Não aplicável 
Legenda: RND, Superfamília “Resistance-nodulation-cell division”; MFS, Superfamília “Major 
Facilitator”; ABC, Superfamília “ATP-Binding Cassete”; MATE, Família “multidrug and toxic 
compound extrusion”; SMR, Família “Small Multidrug Resistance”. 
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Como referido anteriormente, a proteína LfrA, identificada em M. smegmatis, foi a 
primeira bomba de efluxo funcional a ser descrita em micobactérias (134). Este 
transportador, pertencente à superfamília MFS, compreende 14 segmentos 
transmembranares e apresenta homologia de sequências com bomba de efluxo QacA de 
S. aureus, partilhando 35% de identidade e 60% de similaridade (134). A bomba de 
efluxo LfrA tem sido associada a resistência de baixo nível a fluoroquinolonas, brometo 
de etídio (EtBr), acriflavina, doxorrubicina e rodamina 123, quando presente num 
plasmídeo multicópia (70, 73, 116, 134). 
A expressão de LfrA é regulada por um repressor transcricional putativo da família 
TetR, denominado LfrR, codificado pelo gene lfrR que se encontra na região a montante 
de lfrA (18, 37, 70). Os genes lfrA e lfrR são cotranscritos por um gene promotor 
comum, e a repressão da transcrição do operão lfrRA ocorre através da ligação de LfrR à 
região promotora de lfrR-lfrA (18). 
Na ausência de substratos específicos da bomba de efluxo LfrA, o nível basal da 
expressão de lfrA é mínimo, provavelmente devido ao facto da expressão constitutiva 
deste gene ser apenas necessária na presença destes compo tos (18). Esta característica 
assemelha-se ao controlo de TetA por TetR, onde se v rifica que a expressão de tetA é 
muito baixa na ausência de tetraciclina (18, 52). A indução da expressão de LfrA resulta 
da interacção directa dos substratos com as moléculas repressoras, através da 
interferência na ligação de LfrR ao gene operador, resultando em níveis elevados de 
expressão de lfrA (18). 
Deste modo, o repressor LfrR actua como moderador na manutenção de um 
equilíbrio na produção LfrA, de forma a prover as necessidades fisiológicas e facilitar a 
adaptação de M. smegmatis às alterações ambientais, incluindo a terapêutica 
antimicrobiana (18).  
 
3.5.3. Inibidores de bombas de efluxo 
 
Com a identificação e caracterização de sistemas de efluxo que conferem resistência 
clínica aos antimicrobianos, tem surgido um interesse no desenvolvimento de uma nova 
classe de agentes potenciadores da acção antibiótica que actuam como inibidores de 
bombas de efluxo (IBEs) (59, 65, 76). Estes agentes seriam co-formulados ou co-
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administrados com os antibióticos apropriados, numa abordagem terapêutica adjuvante 
semelhante à actual combinação de β-lactâmicos com inibidores de β-lactamases (76). 
Existem, actualmente, diversas estratégias de obviar o efluxo de compostos 
antimicrobianos, nomeadamente utilizando moléculas com uma estrutura análoga a 
estes tornando-os menos susceptíveis de serem bombeados, através de anticorpos 
dirigidos contra as proteínas constituintes das bombas, ou por inactivação dos próprios 
genes através do bloqueio da sua transcrição ou trad ção (46, 57, 76, 79, 139). Os 
estudos mais promissores vão no sentido da inibir a extrusão através de substâncias 
inibidoras da actividade exportadora das bombas de efluxo ao interferirem com a 
energia para o transporte activo (63, 139). 
Durante a última década diversos IBEs foram identificados (61). O MC-207,100 
fenilalanil-arginil-β-naftilamida (Figura I.9A), o primeiro IBE descrito, inibe de forma 
efectiva as quatro bombas de efluxo com relevância clínica em P. aeruginosa, bem 
como transportadores RND semelhantes de outras bactérias Gram-negativas (63). 
Diversos grupos de IBEs com origem noutras áreas ter pêuticas têm sido avaliados 
como potencial ponto de partida para o desenvolvimento de compostos potenciadores da 
acção antibiótica (76). Como exemplo destes compostos encontram-se: (i) a reserpina 
(Figura I.9B), um alcalóide isolado das raízes da planta Rauwolfia serpentina, com 
acção anti-hipertensiva e neuroléptica, originalmente identificada como inibidor das 
bombas de efluxo Bmr de Bacillus subtilis e NorA de S. aureus; (ii) o verapamil (VP) 
(Figura I.9C), um bloqueador dos canais de cálcio com actividade inibitória da P-
glicoproteína e de diversas bombas de efluxo bacteri nas pertencentes à superfamília 
ABC, incluindo a LmrA de L. lactis; (iii) as fenotiazinas, como a tioridazina (TZ) e 
clorpromazina (CPZ) (Figuras I.9D e I.9E), antagonistas dos receptores de dopamina e 
inibidores da calmodulina, utilizados clinicamente como agentes neurolépticos e 
antieméticos, que inibem a actividade das ATPases dependentes de cálcio, inibindo 
processos de transporte; (iv) e o carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona (CCCP) (Figura 
I.9F), um desacopolador de protões que interfere com a FMP (38, 63, 76, 82). 
No entanto, é de assinalar que a actividade potenciadora da acção antibiótica 
demonstrada pela maioria destes compostos IBEs apenas ocorre com concentrações 
significativamente superiores às clinicamente utilizadas nos outros âmbitos terapêuticos 
(76). 
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Figura I.9. Estrutura química de compostos com actividade inibitória de bombas 
de efluxo. A - fenilalanil-arginil-β-naftilamida, B – reserpina, C – verapamil, D – 
tioridazina, E – clorpromazina, F - carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona. Adaptado de 
(2, 79). 
 
4. Métodos para a detecção do transporte de compostos através da parede celular 
bacteriana 
 
Os métodos comummente utilizados para a detecção e transporte de compostos 
através da parede celular bacteriana, são métodos exigentes em termos de processo e 
equipamento e cujos resultados são pouco precisos (81). São exemplo destes métodos a 
utilização de antibióticos marcados radioactivamente ou com metais pesados. Nestes, as 
bactérias são incubadas com antibióticos marcados, na presença e ausência de 
inibidores, são filtradas, e o sinal desses filtros é depois medido em contadores de 
cintilações ou as células observadas ao microscópio e o sinal quantificado contra os 
controlos (11, 81). Outros ensaios, mais simples, directos e precisos utilizam compostos 
fluorescentes como o EtBr para detectar o influxo/acumulação deste composto e a sua 
extrusão pelas bombas de efluxo, na presença e na ausência de inibidores usando 
detectores de fluorescência (143, 144). 
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Um dos métodos utiliza EtBr em placas de agar e assnta na capacidade das bombas 
de efluxo expelirem ou não o substrato EtBr (81). Neste método, a avaliação da acção 
dos IBEs é realizada através da adição destes compostos à composição do agar utilizado 
nas placas (81). Um desenvolvimento desse método tem por base a utilização do 
termociclador em tempo real Rotor-GeneTM 3000 (Corbett Research, Sydney, Austrália) 
e baseia-se na observação do transporte em tempo real do EtBr (143, 144). Tal é 
possível devido às características e precisão do equipamento e à metodologia 
desenvolvida, uma vez que o Rotor-GeneTM 3000, desenvolvido para a reacção em 
cadeia da polimerase em tempo real, permite a monitorização da excitação por 
fluorescência resultante da ligação de compostos fluorescentes ao material celular e 
permite, em tempo real, obter-se uma estimativa precisa do balanço entre a entrada de 
EtBr nas células e a sua saída por efluxo. 
 
5. Objectivos do trabalho 
 
Neste trabalho propomo-nos a estudar e avaliar a contribuição da redução da 
permeabilidade e da actividade dos sistemas de efluxo activos para a multirresistência 
aos antimicrobianos em micobactérias, através da utilização de M. smegmatis como 
modelo genético. 
Para o efeito iremos comparar a capacidade de acumulação e extrusão de EtBr, um 
substrato universal de bombas de efluxo utilizado como marcador de transporte, pela 
estirpe selvagem M. smegmatis mc2155 com mutantes para LfrA e MspA, a principal 
bomba de efluxo e porina de M. smegmatis, respectivamente, na presença e ausência de 
IBEs, e correlacionar os resultados obtidos com os respectivos perfis da susceptibilidade 
aos antibióticos na presença e ausência dos mesmos co postos com acção inibitória do 
efluxo. 
A obtenção do perfil antibiótico será realizada reco rendo à determinação da 
concentração mínima inibitória em microplaca de 96 poços, e a avaliação do transporte 
de EtBr, através de dois métodos fluorimétricos, um e  microplaca de 96 poços, 
desenvolvido no decorrer deste trabalho (80), e outro semi-automático em tempo real 
(143). 
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Dos resultados obtidos através das diversas metodologias seleccionaremos um dos 
antibióticos onde a actividade dos IBEs foi mais significativa, e procederemos à 
avaliação da acumulação/retenção deste antibiótico marcado com um isótopo 
radioactivo de carbono. 
Com este estudo procuraremos contribuir para um conhecimento mais aprofundado 
de dois dos principais mecanismos responsáveis pela r sistência intrínseca 
micobacteriana a diversos antimicrobianos, considerada como um importante factor 
facilitador na aquisição e estabilização de um património genético que conduz ao 
desenvolvimento de resistência de alto nível em micoba térias.  
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II – MATERIAL E MÉTODOS 
 
1. Material 
 
1.1. Material biológico 
 
As estirpes de M. smegmatis utilizadas neste estudo encontram-se descritas 
sumariamente na Tabela II.1. As estirpes M. smegmatis SMR5, M. smegmatis MN01 e 
M. smegmatis ML10 foram gentilmente cedidas por Michael Niederwis (Departamento 
de Microbiologia, Universidade de Alabama, Birmingham, Alabama, Estados Unidos da 
América); as estirpes M. smegmatis XZL1675 e M. smegmatis XZL1720 foram 
gentilmente cedidas por Hiroshi Nikaido (Departamento de Biologia Molecular e 
Celular, Universidade da Califórnia, Berkeley, California, Estados Unidos da América). 
 
Tabela II.1. Descrição sumária das estirpes de M. smegmatis utilizadas neste estudo. 
Estirpes Descrição 
mc2155 Estirpe selvagem, derivada de M. smegmatis mc26 (125) 
SMR5 
Estirpe derivada de M. smegmatis mc2155, resistente à estreptomicina 
devido a uma mutação no gene rpsL, presente na proteína ribossómica 
S12 (115) 
MN01 Estirpe derivada de M. smegmatis SMR5, deletada no gene mspA (128) 
ML10 
Estirpe derivada de M. smegmatis SMR5, deletada nos genes mspA e 
mspC (131) 
XZL1675 Estirpe derivada de M. smegmatis mc2155, deletada no gene lfrA (70) 
XZL1720 Estirpe derivada de M. smegmatis mc2155, deletada no gene lfrR (70) 
 
1.2. Meios de cultura e suplementos  
 
Os meios de cultura Middlebrook 7H9 Broth (7H9) e Middlebrook 7H11 Agar 
(7H11) foram adquiridos à Difco (Detroit, Estados Unidos da América); o suplemento 
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ácido oleico/albumina/dextrose/catalase (OADC) foi fornecido pela Becton e Dickinson 
(Sparks, Estados Unidos da América); o glicerol, também utilizado como suplemento, 
foi comprado à Merck (Darmstadt, Alemanha). 
Os meios 7H9 e 7H11, reconstituídos no laboratório, foram esterilizados por 
autoclavagem, a 121ºC durante 20 minutos a 1 bar. 
Na Tabela II.2 encontra-se descrita a composição dos meios de cultura empregues 
neste estudo. 
 
Tabela II.2. Composição dos meios de cultura utilizados. 
Meio de cultura Composição/Litro 
7H9 
0.5 g sulfato de amónia; 0.5 g ácido L-glutâmico; 0.001 g 
piridoxina; 0.0005 g biotina; 0.04 g citrato de ferro amoniacal; 0.04 
g citrato de sódio; 1.5 g fosfato monopotássico; 0.025 g sulfato de 
magnésio; 0.0005 g cloreto de cálcio; 0.001 g sulfato de zinco; 
0.001 g sulfato de cobre; 0.00025 g verde de malaquite; 15 g de 
gelose. 
7H11 
0.5 g sulfato de amónia; 0.5 g ácido L-glutâmico; 1 g hidrolisado 
pancreático de caseína; 0.001 g piridoxina; 0.0005 g biotina; 0.04 g 
citrato de sódio; 1.5 g fosfato dissódico; 0.05 g sulfato de 
magnésio; 0.001 g verde de malaquite; 15 g de gelose. 
Legenda: 7H9, Middlebrook 7H9 Broth; 7H11, Middlebrook 7H11 Agar. 
 
1.3. Reagentes e soluções 
 
Os antibióticos STR, INH, RIF, ETB, amicacina (AMK), ciprofloxacina (CIP) e 
eritromicina (ERY), o substrato de bombas de efluxo EtBr, os IBEs, TZ, CPZ, VP e 
CCCP, e a glucose foram adquiridos à Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid, Espanha); 
o antibiótico claritromicina (CLT) foi comprado aos Laboratórios Abbott (Abbott Park, 
Estados Unidos da América); a [14C]-eritromicina e o líquido de cintilação cocktail 
ULTIMA GOLD F foram adquiridos à PerkinElmer (San Jose, Estados Unidos da 
América).  
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A concentração “stock” e as condições de armazenameto dos antibióticos e 
compostos encontram-se descritas na Tabela II.3. 
 
Tabela II.3. Concentração “stock” e condições de armazenamento dos antibióticos 
e compostos utilizados. 
Reagente Concentração “stock” Armazenamento 
STR 3.4 mg/mL em água bidestilada estéril -20ºC 
INH 3.4 mg/mL em água bidestilada estéril -20ºC 
RIF 3.4 mg/mL em metanol -20ºC 
EMB 3.4 mg/mL em água bidestilada estéril -20ºC 
AMK 3.4 mg/mL em água bidestilada estéril -20ºC 
CIP 3.4 mg/mL em água bidestilada estéril -20ºC 
CLT 3.4 mg/mL em metanol -20ºC 
ERY 3.4 mg/mL em metanol -20ºC 
EtBr 10 mg/mL em água bidestilada estéril 4ºC 
TZ 10 mg/mL em água bidestilada estéril -20ºC 
CPZ 10 mg/mL em água bidestilada estéril -20ºC 
VP 15 mg/mL em água bidestilada estéril -20ºC 
CCCP 10 mg/mL em água bidestilada estéril e metanol (1:1) 
Temperatura 
ambiente 
Glucose 20% (p/v) em água bidestilada estéril -20ºC 
Legenda: STR, estreptomicina; INH, isoniazida; RIF, rifampicina; EMB, etambutol; AMK, amicacina; 
CIP, ciprofloxacina; CLT, claritromicina; ERY, eritromicina; EtBr, brometo de etídio; TZ, tioridazina; 
CPZ, clorpromazina; VP, verapamil, CCCP, carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona. 
 
Os antibióticos e compostos, em que foi utilizada água bidestilada estéril para a 
preparação da solução “stock”, foram esterilizados p r filtração através de um filtro 
para seringa com poros de 0.22 µm, adquiridos à Carl Roth GmbH (Karlsruhe, 
Alemanha).  
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O tampão fosfato salino (PBS) sob a forma de tabletes foi comprado à Sigma 
Aldrich Química S.A. (Madrid, Espanha), e a sua esterilização foi realizada por 
autoclavagem a 121ºC, durante 20 minutos a 1 bar. 
 
2. Métodos 
 
2.1. Determinação da concentração mínima inibitória (CMI) 
 
A determinação da CMI dos antibióticos ou compostos para as estirpes de M. 
smegmatis em estudo foi realizada pelo método da microdiluição em meio líquido, 
segundo as recomendações do “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI) 
para a determinação de CMIs de micobactérias de crescim nto rápido (27). 
As estirpes foram inoculadas em meio 7H9 suplementado com 10% de OADC 
(7H9/OADC), e incubadas a 37ºC com agitação a 220 rotações por minuto (rpm), até as 
culturas atingirem uma densidade óptica (DO) de 0.8 a um comprimento de onda de 600 
nm (DO600), medida num espectrofotómetro PU 8620 (Philips Scientific, New Jersey, 
Estados Unidos da América). Seguidamente, foi preparado um inóculo inicial através da 
diluição da cultura em tampão PBS, até a suspensão bacteriana apresentar uma turvação 
equivalente ao nº 0.5 da escala de McFarland. O inóculo final foi obtido mediante a 
realização de uma diluição a 1:100 desta suspensão em meio 7H9/OADC. 
Numa microplaca de 96 poços, para um volume de 0.1 mL, foram executadas 
diluições seriadas de ½ dos antibióticos e compostos em meio 7H9/OADC, sendo 
posteriormente adicionadas alíquotas de 0.1 mL do inóculo final. O cálculo da 
concentração final dos antibióticos ou compostos foi realizado para um volume final de 
0.2 mL.  
Como controlo foram utilizados um poço com 0.2 mL de meio 7H9/OADC, um 
poço com 0.2 mL de meio 7H9/OADC e inóculo, e um poço com 0.2 mL de meio 
7H9/OADC e reagente/composto testado, correspondendo, respectivamente, ao controlo 
do meio de cultura, controlo de crescimento e controlo do reagente/composto testado. 
Os controlos e diluições para a determinação das CMI foram realizados em 
duplicados em todos os ensaios. 
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Para a avaliação do efeito dos IBEs na CMI dos antibióticos utilizados, foi 
adicionado cada um dos IBEs a testar, a ½ da sua CMI, às diluições com antibiótico, 
antes do acréscimo do inóculo final. 
Após selagem das microplacas, estas foram colocadas a incubar a 37ºC até o poço 
controlo de crescimento apresentar desenvolvimento visível (aproximadamente 2 dias 
para as micobactérias de crescimento rápido). O valor da CMI correspondeu à 
concentração mais baixa de antibiótico ou composto em que se verificou a ausência de 
desenvolvimento micobacteriano (27). 
 
2.2. Avaliação da actividade das bombas de efluxo 
 
2.2.1. Método do brometo de etídio em microplaca de 96 poçs 
 
A avaliação inicial do transporte do EtBr através da parede celular das diversas 
estirpes de M. smegmatis em estudo, foi realizada através da utilização de uma 
microplaca de 96 poços contendo meio 7H9/OADC com cncentrações crescentes de 
EtBr. 
O método do brometo de etídio em microplaca de 96 poços, adaptado do método do 
brometo de etídio em placa (81), devido ao seu baixo custo e simplicidade, foi 
recentemente desenvolvido na unidade de Ensino e Investigação em Micobactérias no 
âmbito desta Tese de Mestrado e utilizado inicialmente como rastreio na demonstração 
da actividade das bombas de efluxo em E. coli (80), tendo apresentado resultados 
fiáveis e reprodutíveis. Para a utilização deste método em M. smegmatis foi necessária a 
alteração do protocolo, devido à morosidade do seu cr scimento em relação à estirpe 
anteriormente mencionada. 
Após o crescimento inicial das estirpes de M. smegmatis em meio 7H9/OADC a 
37ºC com agitação a 220 rpm, até atingirem uma DO600 de 0.8, diluição da cultura em 
tampão PBS até a suspensão bacteriana apresentar uma turvação equivalente ao nº 0.5 
da escala de McFarland, e preparação do inóculo final através da diluição da suspensão 
anterior a 1:100 em meio 7H9/OADC, foi preparada uma microplaca de 96 poços, na 
qual, para um volume de 0.1 mL, foram realizadas diluições seriadas a ½ de EtBr em 
meio 7H9/OADC, sendo posteriormente adicionada uma alíquota de 0.1 mL do inóculo 
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final. A concentração final do EtBr foi calculada pra um volume final de 0.2 mL e 
variou entre 0.016 e 8.0 µg/mL. 
Como controlo foram utilizados um poço com 0.2 mL de meio 7H9/OADC e um 
poço com 0.2 mL de meio 7H9/OADC e inóculo, correspondendo, respectivamente, ao 
controlo do meio de cultura e ao controlo de crescimento. Foi ainda utilizado um 
controlo de fluorescência residual, constituído por uma linha de poços da microplaca, 
contendo meio 7H9/OADC e diluições seriadas de EtBr, à qual não foi adicionada 
inóculo. 
As microplacas foram incubadas a 37ºC até o poço control  de crescimento 
apresentar desenvolvimento visível (aproximadamente 2 dias para micobactérias de 
crescimento rápido). A análise da emissão de fluorescência e o registo fotográfico foi 
realizado sob luz UV, no transiluminador Molecular Imager Gel Doc XR System (Bio-
Rad Laboratories Inc., Hercules, Estados Unidos da América). 
A fluorescência emitida resulta da ligação transiente do EtBr, retido no espaço 
periplásmico ou junto à face interna da parede celular, a diversos componentes celulares 
como ácidos nucleicos e proteínas. Acima de uma concentração de saturação, que 
permite que a concentração de EtBr seja tal que este atinja zonas mais interiores da 
célula e se intercale no ADN bacteriano, a ligação do EtBr torna-se irreversível e causa 
a inviabilidade celular. Em todas experiências realizadas no decurso desta tese 
utilizaram-se concentrações de EtBr abaixo de ½ da CMI deste substrato de bombas de 
efluxo para cada estirpe utilizada. 
A ausência de fluorescência nos poços da microplaca que apresentem 
desenvolvimento micobacteriano indiciam a presença de mecanismos de efluxo, pois, as 
células ao bombearem o EtBr impedem a sua internalização, minimizando a emissão de 
fluorescência. Este método comparativo mede assim a quantidade total de fluorescência 
emitida pela estirpe em estudo comparada com a estirp  controlo para a mesma 
concentração de EtBr após 2 dias de incubação. Quanto maior a fluorescência, maior a 
acumulação/retenção de EtBr, menor a capacidade de fluxo/extrusão ou maior a 
permeabilidade ao EtBr.  
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2.2.2. Método fluorimétrico semi-automático 
 
A avaliação da acumulação e da extrusão de EtBr nas estirpes de M. smegmatis 
estudadas foi realizada através de um método fluorimét ico semi-automático em tempo 
real desenvolvido na Unidade de Ensino e Investigação em Micobactérias do Instituto 
de Higiene e Medicina Tropical (108, 143). 
A monitorização em tempo real do transporte de EtBr através da parede celular 
implica uma diferenciação entre o sinal de fluorescência emitida por este fluorocromo 
em solução, e após entrada na célula e ligação transiente com os componentes celulares 
junto à face interna da parede celular. Em solução, o EtBr apresenta um sinal mínimo de 
fluorescência, mas após a sua transposição para o meio intracelular este sinal aumenta 
drasticamente. 
A detecção fluorimétrica em tempo real deste sinal foi realizada através da utilização 
do termociclador de tempo real Rotor-GeneTM 3000. O EtBr concentrado 
intracelularmente, quando excitado a um comprimento de nda de 530 nm emite uma 
fluorescência que pode ser detectada através de um filtro “high-pass” (permite a 
detecção de todos os sinais superiores a este comprimentos de onda) de 585 nm (108, 
143). 
 
2.2.2.1. Ensaios de acumulação 
 
As células micobacterianas foram crescidas em meio 7H11/OADC a 37ºC com 
agitação a 220 rpm, até atingirem uma DO600 de 0.8. Alíquotas de 1 mL das culturas 
foram centrifugadas a 13000 rpm durante três minutos à temperatura ambiente, numa 
microcentrífuga Heraeus Biofuge Pico (DJB Labcare Ltd, Newport Pagnell, Reino 
Unido), o sobrenadante foi descartado, e o “pellet” avado com 1 mL PBS (pH 7.4) e 
ressuspenso em 1 mL desta solução tampão. Após o aju te da DO600 a 0.4 foi adicionada 
glucose, de modo a se obter uma concentração final de 0.4%. Seguidamente, foram 
adicionadas alíquotas de 0.095 mL da suspensão micobacteriana e 0.005 mL da solução 
de EtBr com a concentração final desejada, em microtubos de 0.2 mL (108). 
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O efeito dos IBEs na acumulação de EtBr foi determinado através da adição de 0.005 
mL de cada composto a microtubos de PCR de 0.2 mL contendo alíquotas de 0.095 mL 
da suspensão bacteriana e EtBr. 
Os microtubos foram colocados no Rotor-GeneTM 3000, e a fluorescência foi medida 
a cada 60 segundos durante 60 minutos, a 37ºC, através da utilização de um filtro de 
excitação para comprimentos de onda de 530 nm “band-p ss” e um filtro de detecção 
para comprimentos de onda 585 nm “high-pass” (108, 43). 
 
2.2.2.2. Ensaios de efluxo 
 
As estirpes de M. smegmatis foram cultivadas em meio 7H9/OADC a 37ºC com 
agitação a 220 rpm, até apresentarem uma DO600 de 0.8. Alíquotas de 1 mL das culturas 
foram centrifugadas a 13000 rpm durante três minutos à temperatura ambiente, numa 
microcentrífuga Heraeus Biofuge Pico, o sobrenadante foi descartado, e o “pellet” 
lavado e ressuspenso com 1 mL PBS (pH 7.4). Como para monitorização do efluxo de 
EtBr em tempo real são necessárias células com uma elev da concentração intracelular 
deste fluorocromo, após o ajuste da DO600 a 0.4, as micobactérias foram expostas a 
condições que promoveram a acumulação máxima de EtBr, sem provocar a sua morte 
celular: IBE que produziu maior acumulação/retenção de EtBr a ½ da CMI, EtBr a ½ da 
CMI, e incubação à temperatura ambiente durante 60 minutos, na ausência de glucose 
(143), para o passo que comummente se designa de carr gamento. As células 
micobacterianas carregadas com EtBr foram depois centrifugadas a 13000 rpm durante 
três minutos à temperatura ambiente, numa microcentrífuga Heraeus Biofuge Pico, o 
sobrenadante foi descartado, e o “pellet” ressuspenso m PBS sem EtBr, para lavagem. 
Seguidamente foi adicionada glucose, de modo a se obter uma concentração final de 
0.4%, e foram transferidas alíquotas de 0.095 mL da suspensão micobacteriana e 0.005 
mL dos respectivos IBEs em microtubos de 0.2 mL (108). 
Após a colocação dos microtubos no Rotor-GeneTM 3000, a fluorescência foi medida 
a cada 30 segundos durante 30 minutos, a 37ºC, através da utilização de um filtro de 
excitação para comprimentos de onda de 530 nm “band-p ss” e um filtro de detecção 
para comprimentos de onda 585 nm ”high-pass” (108, 43). 
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A análise comparativa dos resultados de efluxo foi realizada através da normalização 
dos dados obtidos pelo Rotor-GeneTM 3000. A fluorescência produzida pelas células 
micobacterianas carregadas com EtBr e impedidas de efluxar, através da acção do IBE e 
ausência de glucose, foi definida como o valor da fluorescência máxima (fluorescência 
relativa equivalente a 1) que pode ser obtido durante um ensaio. A fluorescência relativa 
dos restantes tubos foi obtida através do ratio entre os dados de fluorescência do efluxo 
para cada estirpe testada e o valor de fluorescência máxima, por unidade de tempo 
(108). Cada ensaio foi realizado em triplicado e não existiu variação qualitativa nos 
resultados obtidos. 
 
2.2.3. Ensaios de acumulação da [14C]-eritromicina 
 
A avaliação da retenção intracelular da eritromicina, na presença e ausência de IBEs, 
foi realizada mediante ensaios de acumulação utilizando este antibiótico marcado com 
um isótopo radioactivo de carbono. 
A cultura das estirpes foi realizada em meio 7H9/OADC e incubadas a 37ºC com 
agitação a 220 rpm, até estas atingirem uma DO600 de 0.8. As células foram colhidas por 
centrifugação a 13000 rpm durante três minutos à temperatura ambiente, numa 
microcentrífuga Heraeus Biofuge Pico. O sobrenadante foi removido, as células foram 
lavadas e ressuspensas em PBS, e a DO600 foi ajustada a 0.4 com PBS. Após a adição de 
glucose para uma concentração final de 0.4% e 3.0 µM de [14C]-eritromicina (actividade 
específica de 50 mCi/mmol), o volume total da amostra foi dividida por dois conjuntos 
de três tubos. Num conjunto foi adicionado 0.05 mL do IBE a ½ da CMI e no outro foi 
transferido 0.05 mL de PBS. Posteriormente à incubação dos tubos a 37ºC durante 1 
hora, as células foram lavadas e ressuspensas em PBS, de forma a remover a 
eritromicina marcada em suspensão. Seguidamente, foram retiradas alíquotas de 1 ml, e 
filtradas através de filtros Whatman GF/C. Os filtros foram colocados a secar durante a 
noite a 37ºC e transferidos para frascos de cintilação contendo o líquido de cintilação 
cocktail ULTIMA GOLD F. 
As contagens por minuto (CPM) da [14C]-eritromicina presente no interior das 
células foi realizado com o auxílio de um contador e cintiliações Beckman LS6500 
 41 
(Beckman Coulter, Fullerton, Estados Unidos da América). Os dados obtidos 
corresponderam à média das CPM de cada conjunto de três nsaios. 
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III - RESULTADOS 
 
1. Caracterização das estirpes de M. smegmatis 
 
Sendo o objectivo proposto a avaliação da contribuição dos sistemas de efluxo 
activos e da redução da permeabilidade celular para a multirresistência aos 
antimicrobianos em micobactérias, através da utilização de M. smegmatis como modelo 
genético, o trabalho foi iniciado pela caracterização do perfil de susceptibilidade das 
estirpes micobacterianas aos antibióticos, substrato  de bombas de efluxo, e IBEs e seus 
derivados seleccionados para este estudo. 
 
1.1. Determinação da CMI dos antibióticos e EtBr para as estirpes de M. 
smegmatis  
 
O resultado do perfil de susceptibilidade dos antibióticos STR, INH, RIF, ETB, 
AMK, CIP, CLT e ERY para as estirpes de M. smegmatis em estudo, encontra-se 
resumido nas Tabela III.1. 
Nesta tabela foram também incluídas as CMIs para o substrato universal de bombas 
de efluxo (144), EtBr, pois muitas da porinas bacterianas e bombas de efluxo utilizam 
os mesmos canais para promover o influxo e o efluxo de antibióticos e substratos de 
bombas de efluxo e é objectivo deste trabalho correlacionar o transporte deste 
fluorocromo com a resistência aos antibióticos nestas estirpes. 
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Tabela III.1. Valores de CMI dos antibióticos e EtBr para as estirpes de M. 
smegmatis. 
CMI mg/L 
Estirpe 
STR INH RIF EMB AMK  CIP CLT  ERY EtBr  
M. smegmatis mc2155 0.5 8 4 1 0.5 0.25 2 32 4.0 
M. smegmatis XZL1720 0.5 8 0.5 1 0.5 0.25 2 32 4.0 
M. smegmatis XZL1675 0.5 4 0.5 0.5 0.5 0.125 2 32 0.5 
M. smegmatis SMR5 >256 128 4 1 0.5 0.25 2 32 4.0 
M. smegmatis MN01 >256 128 8 1 0.5 0.25 8 64 8.0 
M. smegmatis ML10 >256 128 8 1 0.5 0.25 8 64 8.0 
Legenda: CMI, concentração mínima inibitória; STR, estreptomicina; INH, isoniazida; RIF, rifampicina; 
EMB, etambutol; AMK, amicacina; CIP, ciprofloxacina; CLT, claritromicina; ERY, eritromicina; EtBr, 
brometo de etídio. 
 
Da determinação das CMIs dos diversos antibióticos e EtBr, e comparando o perfil 
de susceptibilidade das estirpes mutantes com a estirpe elvagem, verificou-se que a 
ausência do gene lfrA (M. smegmatis XZL1675) promoveu um aumento da 
susceptibilidade de M. smegmatis à INH, RIF, EMB, CIP, e EtBr, o que sugere que a 
LfrA poderá contribuir para a resistência intrínseca de M. smegmatis a estes fármacos 
(70).  
Através destes ensaios, foi também possível observar que a deleção do gene mspA 
(M. smegmatis MN01) conferiu a M. smegmatis um aumento da resistência à RIF, CLT, 
ERY e EtBr. 
As estirpes M. smegmatis SMR5, M. smegmatis MN01 e M. smegmatis ML10 
apresentaram uma CMI superior a 256 mg/L para a estreptomicina, devido à presença 
de uma mutação no gene rpsL, que confere resistência a este antibiótico (115). 
 
1.2. Determinação da CMI dos IBEs para as estirpes de M. smegmatis 
 
Os valores de CMI dos IBEs TZ, CPZ VP e CCCP obtidos para as estirpes de M. 
smegmatis em estudo, encontram-se descritos sumariamente na Tabela III.2. 
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Tabela III.2. Valores de CMI dos IBEs para as estirpes de M. smegmatis. 
CMI mg/L 
Estirpe 
TZ CPZ VP CCCP 
M. smegmatis mc2155 12.5 25 200 12.5 
M. smegmatis XZL1675 6.25 25 200 12.5 
M. smegmatis XZL1720 12.5 25 200 12.5 
M. smegmatis SMR5 12.5 25 400 25 
M. smegmatis MN01 12.5 25 400 25 
M. smegmatis ML10 12.5 25 400 25 
Legenda: CMI, concentração mínima inibitória; TZ, tioridazina; CPZ, clorpromazina; VP, verapamil, 
CCCP, carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona. 
 
2. Avaliação do transporte de EtBr em M. smegmatis 
 
2.1. Estudo do transporte de EtBr em M. smegmatis pelo método do brometo de 
etídio em microplaca de 96 poços 
 
O transporte de EtBr nas estirpes de M. smegmatis foi inicialmente avaliado através 
do método do brometo de etídio em microplaca de 96 poços (80). Este método, 
adaptado no decorrer da elaboração deste trabalho a partir do método do brometo de 
etídio em placa (81), permite o rastreio da actividade de bombas de efluxo bacterianas, e 
baseia-se na premissa de que a concentração mínima de EtBr presente no meio de 
cultura líquido, para a qual as bactérias depositadas no poço apresentam fluorescência, 
corresponde ao limite máximo de extrusão deste fluorocr mo (80, 144). 
Da exposição inicial das estirpes de M. smegmatis a concentrações crescentes de 
EtBr (Figura III.1), foi possível observar que a estirpe XZL1675 (∆lfrA) fluoresceu a 
uma concentração 0.125 mg/L de EtBr, inferior à registada para a estirpe selvagem 
mc2155, de 0.25 mg/L. Esta redução no valor da concentração para a qual se detecta 
fluorescência, indica uma diminuição da actividade  extrusão originada pela 
inactivação da bomba de efluxo. Em relação à estirp XZL1720 (∆lfrR), esta fluoresceu 
a uma concentração 0.5 mg/L de EtBr, superior à determinada para mc2155. A 
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expressão constitutiva da LfrA nesta estirpe como resultado da deleção do repressor 
LfrR poderá ser responsável pelo resultado obtido. A emissão de fluorescência nas 
estirpes MN01 (∆mspA) e ML10 (∆mspA ∆mspC), teve o seu inicio a uma concentração 
de 0.5 mg/L de EtBr, superior à observada na estirp parental SMR5, de 0.25 mg/L. 
Este resultado poderá ser consequência de um decréscimo da taxa de influxo de EtBr 
devido à deleção das porinas, e em particular da MspA, uma vez que não se registou 
nenhuma diferença na fluorescência emitida por este mu ante (MN01) e o mutante com 
a dupla delecção de MspA e MspC (ML10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.1. Fluorescência exibida pelas estirpes de M. smegmatis, no método do 
brometo de etídio em microplaca de 96 poços. Fluorescência observada no 
transiluminador Molecular Imager Gel Doc XR System. Os círculos brancos à volta dos 
poços indicam o início da fluorescência. As estirpes mc2155 e SMR5 fluorescem a uma 
concentração de 0.25 mg/L de EtBr; as estirpes XZL1720, MN01 e ML10 fluorescem a 
uma concentração de 0.5 mg/L de EtBr; a estirpe XZL1675 fluoresce a uma 
concentração de 0.125 mg/L de EtBr. 
 
Estes resultados são concordantes com os obtidos para a determinação das CMIs de 
EtBr para estirpes de M. smegmatis (Tabela III.1), onde se registou um aumento da 
susceptibilidade a este fluorocromo pela deleção da bomba de efluxo LfrA, e uma 
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redução da mesma, na ausência da porina MspA, reforçando, deste modo, os resultados 
anteriores, e colocando a hipótese de o EtBr entrar as células de M. smegmatis pela 
porina MspA e ser extrusado preferencialmente pela bomba de efluxo LfrA. 
 
2.2. Estudo do transporte de EtBr em M. smegmatis pelo método fluorimétrico 
semi-automático 
 
Os métodos anteriores permitem avaliar a susceptibilidade de cada estirpe ao EtBr, 
quer do ponto de vista de acumulação interna, quer de inibição da replicação, e são uma 
medida indirecta da capacidade de transporte deste fluoróforo. 
Tendo sido detectadas alterações, pelos métodos anteriores, no influxo e efluxo de 
EtBr como consequência provável da deleção das porinas MspA e MspC, e da bomba 
de efluxo LfrA e do seu repressor LfrR, respectivamente, foram então realizados 
estudos mais aprofundados e sobretudo numa abordagem dir cta, sobre o transporte 
deste fluorocromo através da parede celular de M. smegmatis. Para tal, foi utilizado o 
método fluorimétrico semi-automático em tempo real, recorrendo à utilização do 
termociclador em tempo real Rotor-GeneTM 3000 (80, 108, 143). 
 
2.2.1. Estudo do influxo de EtBr em M. smegmatis pelo método 
fluorimétrico semi-automático 
 
A análise inicial do influxo de EtBr em M. smegmatis, pelo método fluorimétrico 
semi-automático em tempo real, foi efectuada através de ensaios de acumulação, onde 
as estirpes MN01 e ML10, deletadas para porinas, e  sua estirpe parental SMR5 foram 
expostas a concentrações crescentes deste fluorocrom , com o objectivo de avaliar a 
taxa de entrada de EtBr nas células micobacterianas, durante um período de 60 minutos. 
O objectivo destes ensaios é a determinação da concentração de EtBr a partir da qual se 
começa a detectar acumulação nas células. A concentração imediatamente abaixo será a 
concentração para a qual as células são capazes de mant r um equilíbrio entre a sua 
entrada por difusão passiva e a sua extrusão pelos sistemas de efluxo intrínsecos. 
Os resultados da detecção fluorimétrica da acumulação das diversas concentrações 
de EtBr nas estirpes SMR5, MN01 e ML10, podem ser observados, respectivamente, 
nas Figuras III.2, III.3 e III.4. 
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Figura III.2. Ensaio de acumulação em M. smegmatis SMR5 com concentrações 
crescentes de EtBr (0.5 - 8.0 mg/L). Os resultados apresentados correspondem à média 
aritmética dos valores obtidos em três ensaios distinto .  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.3. Ensaio de acumulação em M. smegmatis MN01 (∆mspA) com 
concentrações crescentes de EtBr (0.5 - 8.0 mg/L). Os resultados apresentados 
correspondem à média aritmética dos valores obtidos em três ensaios distintos. 
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Figura III.4. Ensaio de acumulação em M. smegmatis ML10 (∆mspA ∆mspC) com 
concentrações crescentes de EtBr (0.5 – 8.0 mg/L). Os resultados apresentados 
correspondem à média aritmética dos valores obtidos em três ensaios distintos. 
 
Na presença de glucose e incubação a 37ºC, de modo a maximizar o efluxo, a 
acumulação de EtBr na estirpe SMR5 (Figura III.2) teve o seu início a uma 
concentração de 1 mg/L. Esta concentração de EtBr corresponde à capacidade de 
extrusão dos sistemas intrínsecos de efluxo. Nas estirpes mutantes MN01 (∆mspA) e M. 
ML10 (∆mspA ∆mspC) observou-se um aumento desta concentração para 2 e 4 mg/L, 
respectivamente, como se pode observar nas Figuras III.3 e III.4. De notar igualmente 
que, para as concentrações de EtBr mais elevadas, 4.0 mg/L e 8.0 mg/L, o equilíbrio 
entre o influxo e o efluxo é atingido gradualmente mais tarde para as três estirpes em 
estudo (não sendo sequer atingido aos 60 minutos para a estirpe ML10) (Figura III.2, 
III.3 e III.4). Esta diminuição da taxa de acumulação de EtBr poderá ser consequência 
da deleção das porinas, uma vez que estes sistemas proteicos, nomeadamente a MspA, 
estão descritos como sendo a principal via de entrada p ra moléculas hidrofílicas em M.
smegmatis (91, 128). Da análise destes resultados é possível concluir que a 
concentração de 1 mg/L de EtBr é aquela que pode ser usada como limite inferior de 
acumulação para as três estirpes. 
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Com o objectivo de verificar se o decréscimo da acumulação de EtBr nas estirpes 
mutantes MN01 e ML10, era resultante de um sistema de efluxo activo ou consequência 
da redução da permeabilidade da parede celular devido à deleção das porinas, foram 
realizados ensaios de acumulação de EtBr a 1 mg/L na presença dos IBEs TZ, CPZ, VP 
e CCCP a ½ da CMI, de forma a assegurar que o resultado observado não resulta de 
uma alteração na viabilidade celular, mas sim, que est  se deve exclusivamente ao efeito 
do IBE sobre as bombas de efluxo. 
Os resultados da acumulação de EtBr na presença dos IBEs nas estirpes SMR5, 
MN01 e ML10, podem observados, respectivamente, nas Figuras III.5, III.6 e III.7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.5. Efeito dos IBEs a ½ da CMI na acumulação de 1 mg/L de EtBr em M. 
smegmatis SMR5. Os resultados apresentados correspondem à média aritmética dos 
valores obtidos em três ensaios distintos.  
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Figura III.6. Efeito dos IBEs a ½ da CMI na acumulação de 1 mg/L de EtBr em M. 
smegmatis MN01 (∆mspA). Os resultados apresentados correspondem à média 
aritmética dos valores obtidos em três ensaios distinto . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.7. Efeito dos IBEs a ½ da CMI na acumulação de 1 mg/L de EtBr em M. 
smegmatis ML10 (∆mspA ∆mspC). Os resultados apresentados correspondem à média 
aritmética dos valores obtidos em três ensaios distinto . 
 
Nas estirpes MN01 e ML10 (figuras III.6 e III.7) não foi detectado qualquer aumento 
da acumulação de EtBr na presença dos IBEs testados, tendo esta sido apenas observada 
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para a estirpe parental SMR5 (figura III.5). De entr  os IBEs utilizados, o VP foi o 
inibidor que demonstrou o maior efeito na redução da extrusão de EtBr. 
Estes resultados excluem, assim, a possibilidade da diminuição da acumulação de 
EtBr nas estirpes MN01 e ML10 ser originada por um sistema de efluxo activo, 
sugerindo claramente uma relação entre a redução da permeabilidade da parede celular 
das estirpes mutantes para as porinas, com a acumulação do EtBr, estabelecendo-se a 
MspA como a principal via de entrada na célula para este fluorocromo (91, 128). 
 
2.2.2. Estudo do efluxo de EtBr em M. smegmatis pelo método 
fluorimétrico semi-automático 
 
Para a análise do efluxo de EtBr em M. smegmatis, foram utilizadas as estirpes 
XZL1675 e XZL1720, deletadas, respectivamente, paraa bomba de efluxo LfrA e para 
o seu repressor, LfrR, e a estirpe selvagem mc2155. Estas estirpes foram inicialmente 
expostas a concentrações crescentes de EtBr, de forma a avaliar a capacidade de 
extrusão, e a acumulação de EtBr foi detectada por fluorimetria em tempo real, durante 
o período de 60 minutos. 
Nas Figuras III.8, III.9 e III.10 podem ser observados, respectivamente, os resultados 
dos ensaios de acumulação de EtBr nas estirpes mc2155, XZL1675 e XZL1720. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.8. Ensaio de acumulação em M. smegmatis mc2155 com concentrações 
crescentes de EtBr (0.5 - 8.0 mg/L). Os resultados apresentados correspondem à média 
aritmética dos valores obtidos em três ensaios distinto . 
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Figura III.9. Ensaio de acumulação em M. smegmatis XZL1675 (∆lfrA) com 
concentrações crescentes de EtBr (0.25 - 8.0 mg/L). Os resultados apresentados 
correspondem à média aritmética dos valores obtidos em três ensaios distintos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.10. Ensaio de acumulação em M. smegmatis XZL1720 (∆lfrR) com 
concentrações crescentes de EtBr (0.5 – 8.0 mg/L). Os resultados apresentados 
correspondem à média aritmética dos valores obtidos em três ensaios distintos. 
 
Em relação à estirpe mutante deletada para a bomba de efluxo LfrA, XZL1675 
(figura III.9), a acumulação de EtBr iniciou-se a uma concentração de 0.25 mg/L. Visto 
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a acumulação de EtBr na estirpe selvagem mc2155 (figura III.8) ter tido inicio a uma 
concentração de 1 mg/L, estes resultados, mais uma vez, demonstram um aumento da 
susceptibilidade da estirpe mutante para o EtBr devido a uma diminuição da actividade 
de efluxo causada pela inactivação desta bomba de efluxo. No caso da estirpe mutante 
XZL1720 (figura III.10), com a deleção do repressor LfrR a acumulação de EtBr teve o 
seu início a uma concentração de 2 mg/L, concentração esta mais elevada que a 
observada para a estirpe selvagem mc2155. Como referido anteriormente, estes 
resultados podem dever-se à expressão constitutiva da LfrA nesta estirpe como 
consequência da deleção do repressor LfrR (18, 70). Estes resultados estão de acordo 
aos previamente reportados na literatura, descrevendo a LfrA como o principal sistema 
de efluxo envolvido na extrusão de EtBr (70, 73, 116, 134). 
De modo a avaliar o efeito dos IBEs na extrusão de EtBr, foram efectuados ensaios 
de acumulação deste fluorocromo na presença dos inibidores TZ, CPZ, VP e CCCP. 
Para as estirpes mc2155 e XZL1720, a concentração de EtBr utilizada como li ite 
inferior de acumulação correspondeu a 1.0 mg/L. Para a estirpe XZL1675, de forma a se 
poder validar o ensaio comparativo, a concentração limite seleccionada do fluorocromo 
foi de 0.5 mg/L, uma vez que na presença de concentrações superiores de EtBr esta 
estirpe apresenta uma acumulação de fluorescência elevada (Figura III.9). A 
concentração dos IBEs, seleccionada para estes ensaios, correspondeu a ½ da CMI. 
Os resultados da acumulação de EtBr na presença dos IBEs nas estirpes mc2155, 
XZL1675 e XZL1720, podem observados, respectivamente, nas Figuras III.11, III.12 e 
III.13. 
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Figura III.11. Efeito dos IBEs a ½ da CMI na acumulação de 1 mg/L de EtBr em 
M. smegmatis mc2155. Os resultados apresentados correspondem à média aritmética 
dos valores obtidos em três ensaios distintos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.12. Efeito dos IBEs a ½ da CMI na acumulação de 0.5 mg/L de EtBr em 
M. smegmatis XZL1675 (∆lfrA). Os resultados apresentados correspondem à média 
aritmética dos valores obtidos em três ensaios distinto . 
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Figura III.13. Efeito dos IBEs a ½ da CMI na acumulação de 1 mg/L de EtBr em 
M. smegmatis XZL1720 (∆lfrR). Os resultados apresentados correspondem à média 
aritmética dos valores obtidos em três ensaios distinto . 
 
Como se pode observar nas Figuras III.11, III.12, as estirpes mc2155 e XZL1675 na 
presença dos IBEs apresentaram um incremento na acumulação de EtBr. O inibidor 
mais eficiente neste aumento, em ambas as estirpes, foi o VP, secundado pelas 
fenotiazinas, CPZ e TZ. Na estirpe XZL1720 (Figura III.13), foi registado apenas um 
ligeiro efeito na acumulação de EtBr na presença dos inibidores, tendo sido o VP, o que 
demonstrou a maior acção. Comparativamente à estirp mc2155, este efeito não foi tão 
evidente nas estirpes mutantes o que, uma vez mais,corrobora a importância da bomba 
LfrA no efluxo de EtBr em M. smegmatis. 
Assim, estes resultados demonstram que M. smegmatis, na ausência da bomba de 
efluxo LfrA, possui uma maior dificuldade na extrusão de EtBr, e que a deleção do 
repressor LfrR claramente promove um aumento da actividade de efluxo deste 
fluorocromo. 
Com o intuito de confirmar se o efeito dos IBEs na acumulação de EtBr foi devido à 
inibição dos sistemas de extrusão, foram realizados ensaios de efluxo de EtBr para as 
estirpes mc2155, XZL1675 e XZl1720 (Figuras III.14, III.15 e III.16). 
Estes ensaios permitem visualizar o efluxo ao longo do tempo (30 minutos), 
comparando a mesma estirpe na presença e ausência de IBEs. Procura-se nestes ensaios 
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proporcionar às células condições óptimas de efluxo (37ºC e 0.4% de glucose) de forma 
a potenciar a visualização dos efeitos inibitórios d IBEs e comparar capacidades de 
efluxo entre estirpes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.14. Efeito dos IBEs no efluxo de EtBr (1/2 da CMI) em M. smegmatis 
mc2155. Os resultados apresentados correspondem à média aritmética dos valores 
obtidos em três ensaios distintos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.15. Efeito dos IBEs no efluxo de EtBr (1/2 da CMI) em M. smegmatis 
XZL1675 (∆lfrA). Os resultados apresentados correspondem à média aritmética dos 
valores obtidos em três ensaios distintos. 
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Figura III.16. Efeito dos IBEs no efluxo de EtBr (1/2 da CMI) em M. smegmatis 
XZL1720 (∆lfrR). Os resultados apresentados correspondem à média aritmética dos 
valores obtidos em três ensaios distintos. 
 
Os IBEs VP, CPZ e TZ provocaram uma redução drástica na actividade de efluxo de 
EtBr nas estirpes mc2155 e XZL1720 (Figuras III.14 e III.16), evidenciando deste 
modo, a sua participação activa na inibição dos sistemas de extrusão.  
Na estirpe mutante XZL1675, a presença dos inibidores deu origem a apenas um 
ligeiro decréscimo na já diminuída actividade de efluxo de EtBr, demonstrando deste 
modo o papel importante da bomba de efluxo LfrA na extrusão deste composto em M. 
smegmatis. 
O CCCP, comparativamente aos restantes inibidores, exibiu um reduzido efeito na 
inibição da extrusão de EtBr. 
 
3. Determinação da susceptibilidade das estirpes de M. smegmatis aos antibióticos 
na presença de IBEs 
 
Após a monitorização do influxo e efluxo de EtBr nas diferentes estirpes de M. 
smegmatis estudadas, foi realizada a determinação da CMI, descrita no ponto 2.1 do 
capítulo Materiais e Métodos, para os antibióticos STR, INH, RIF, ETB, AMK, CIP, 
CLT e ERY, na presença dos IBEs TZ, CPZ, VP e CCCP, a ½ da sua CMI, de forma 
correlacionar a resistência aos antibióticos e a actividade de efluxo e influxo de EtBr 
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detectada, uma vez que este fármacos utilizam canais semelhantes para entrar e sair das 
células micobacterianas (70, 73, 116, 134). 
Os valores de CMI, obtidos neste estudo, dos antibióticos STR, INH, RIF, ETB, 
AMK, CIP, CLT e ERY na presença dos IBEs TZ, CPZ, VP e CCCP, para as estirpes 
de M. smegmatis, bem como os resultados das CMIs destes antibióticos na ausência dos 
IBEs seleccionados, previamente descritos no ponto 1.1 deste capítulo, encontram-se 
sumariados nas Tabelas III.3 a III.10.  
Para a garantir que o aumento da susceptibilidade de M. smegmatis aos antibióticos 
na presença dos IBEs, era devida exclusivamente a uma acção sinérgica entre ambos, e 
não, através da inibição da replicação micobacteriana, os inibidores em estudo foram 
utilizados a uma concentração correspondente a ½ da CMI. 
O aumento da susceptibilidade de M. smegmatis aos antibióticos na presença dos 
inibidores foi considerada significativa, quando se registou uma redução superior ou 
igual a 4 vezes, do valor da CMI na ausência dos inibidores. 
 
Tabela III.3. Efeito dos IBEs na CMI da STR para as estirpes de M. smegmatis 
estudadas. 
CMI mg/L 
Estirpe 
STR STR+TZ STR+CPZ STR+VP STR+CCCP 
M. smegmatis mc2155 0.5 0.125 0.125 0.25 0.5 
M. smegmatis XZL1720 0.5 0.25 0.063 0.125 0.5 
M. smegmatis XZL1675 0.5 0.125 0.032 0.25 0.25 
M. smegmatis SMR5 >256 >256 >256 >256 >256 
M. smegmatis MN01 >256 >256 >256 >256 >256 
M. smegmatis ML10 >256 >256 >256 >256 >256 
Legenda: CMI, concentração mínima inibitória; STR, estreptomicina; TZ, tioridazina; CPZ, 
clorpromazina; VP, verapamil, CCCP, carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona; IBE, inibidor de bombas 
de efluxo. Os resultados a negrito representam uma redução significativa (pelo menos 4 vezes) da CMI 
na presença de um IBE. 
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Tabela III.4. Efeito dos IBEs na CMI da INH para as estirpes de M. smegmatis 
estudadas. 
CMI mg/L 
Estirpe 
INH INH +TZ INH +CPZ  INH +VP INH +CCCP 
M. smegmatis mc2155 8 8 8 8 8 
M. smegmatis XZL1720 8 4 4 4 4 
M. smegmatis XZL1675 4 4 4 4 4 
M. smegmatis SMR5 128 128 128 128 128 
M. smegmatis MN01 128 128 128 128 128 
M. smegmatis ML10 128 128 128 128 128 
Legenda: CMI, concentração mínima inibitória; INH, isoniazida; TZ, tioridazina; CPZ, clorpromazina; 
VP, verapamil, CCCP, carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona; IBE, inibidor de bombas de efluxo. Os 
resultados a negrito representam uma redução significativa (pelo menos 4 vezes) da CMI na presença de 
um IBE. 
 
 
Tabela III.5. Efeito dos IBEs na CMI da RIF para as estirpes de M. smegmatis 
estudadas. 
CMI mg/L 
Estirpe 
RIF RIF +TZ RIF +CPZ  RIF +VP RIF +CCCP 
M. smegmatis mc2155 4 2 1 2 2 
M. smegmatis XZL1720 0.5 0.125 0.125 0.25 0.5 
M. smegmatis XZL1675 0.5 0.125 0.125 0.125 0.5 
M. smegmatis SMR5 4 2 1 2 2 
M. smegmatis MN01 8 4 2 4 4 
M. smegmatis ML10 8 4 2 4 4 
Legenda: CMI, concentração mínima inibitória; RIF, rifampicina; TZ, tioridazina; CPZ, clorpromazina; 
VP, verapamil, CCCP, carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona; IBE, inibidor de bombas de efluxo. Os 
resultados a negrito representam uma redução significativa (pelo menos 4 vezes) da CMI na presença de 
um IBE. 
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Tabela III.6. Efeito dos IBEs na CMI do EMB para as estirpes de M. smegmatis 
estudadas. 
CMI mg/L 
Estirpe 
EMB EMB+TZ EMB+CPZ  EMB+VP EMB+CCCP 
M. smegmatis mc2155 1 1 1 1 1 
M. smegmatis XZL1720 1 1 1 1 1 
M. smegmatis XZL1675 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
M. smegmatis SMR5 1 1 1 1 1 
M. smegmatis MN01 1 1 1 1 1 
M. smegmatis ML10 1 1 1 1 1 
Legenda: CMI, concentração mínima inibitória; EMB, etambutol; TZ, tioridazina; CPZ, clorpromazina; 
VP, verapamil, CCCP, carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona; IBE, inibidor de bombas de efluxo. Os 
resultados a negrito representam uma redução significativa (pelo menos 4 vezes) da CMI na presença de 
um IBE. 
 
 
Tabela III.7. Efeito dos IBEs na CMI da AMK para as estirpes de M. smegmatis 
estudadas. 
CMI mg/L 
Estirpe 
AMK  AMK+TZ AMK+CPZ  AMK+VP  AMK+CCCP  
M. smegmatis mc2155 0.5 0.063 0.125 0.125 0.25 
M. smegmatis XZL1720 0.5 0.063 0.063 0.125 0.25 
M. smegmatis XZL1675 0.5 0.063 0.063 0.125 0.25 
M. smegmatis SMR5 0.5 0.063 0.125 0.125 0.25 
M. smegmatis MN01 0.5 0.125 0.125 0.125 0.25 
M. smegmatis ML10 0.5 0.25 0.25 0.25 0.5 
Legenda: CMI, concentração mínima inibitória; AMK, amicacina; TZ, tioridazina; CPZ, clorpromazina; 
VP, verapamil, CCCP, carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona; IBE, inibidor de bombas de efluxo. Os 
resultados a negrito representam uma redução significativa (pelo menos 4 vezes) da CMI na presença de 
um IBE. 
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Tabela III.8. Efeito dos IBEs na CMI da CIP para as estirpes de M. smegmatis 
estudadas. 
CMI mg/L 
Estirpe 
CIP CIP+TZ CIP+CPZ CIP+VP CIP+CCCP 
M. smegmatis mc2155 0.25 0.063 0.063 0.063 0.125 
M. smegmatis XZL1720 0.25 0.063 0.063 0.063 0.125 
M. smegmatis XZL1675 0.125 0.032 0.063 0.063 0.125 
M. smegmatis SMR5 0.25 0.063 0.063 0.063 0.125 
M. smegmatis MN01 0.25 0.063 0.063 0.063 0.125 
M. smegmatis ML10 0.25 0.063 0.063 0.063 0.125 
Legenda: CMI, concentração mínima inibitória; CIP, ciprofloxacina; TZ, tioridazina; CPZ, 
clorpromazina; VP, verapamil, CCCP, carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona; IBE, inibidor de bombas 
de efluxo. Os resultados a negrito representam uma redução significativa (pelo menos 4 vezes) da CMI 
na presença de um IBE. 
 
 
Tabela III.9. Efeito dos IBEs na CMI da CLT para as estirpes de M. smegmatis 
estudadas. 
CMI mg/L 
Estirpe 
CLT  CLT+TZ CLT+CPZ  CLT+VP CLT+CCCP  
M. smegmatis mc2155 2 0.25 0.25 0.5 1 
M. smegmatis XZL1720 2 0.25 0.25 0.5 1 
M. smegmatis XZL1675 2 0.25 0.25 0.5 1 
M. smegmatis SMR5 2 0.25 0.25 0.5 1 
M. smegmatis MN01 8 1 0.5 0.5 4 
M. smegmatis ML10 8 1 1 1 4 
Legenda: CMI, concentração mínima inibitória; CLT, claritromicina; TZ, tioridazina; CPZ, 
clorpromazina; VP, verapamil, CCCP, carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona; IBE, inibidor de bombas 
de efluxo. Os resultados a negrito representam uma redução significativa (pelo menos 4 vezes) da CMI 
na presença de um IBE. 
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Tabela III.10. Efeito dos IBEs na CMI da ERY para as estirpes de M. smegmatis 
estudadas. 
CMI mg/L 
Estirpe 
ERY ERY+TZ ERY+CPZ  ERY+VP ERY+CCCP 
M. smegmatis mc2155 32 4 4 8 16 
M. smegmatis XZL1720 32 4 4 8 16 
M. smegmatis XZL1675 32 4 4 8 16 
M. smegmatis SMR5 32 4 4 8 16 
M. smegmatis MN01 64 16 8 8 16 
M. smegmatis ML10 64 16 8 8 16 
Legenda: CMI, concentração mínima inibitória; ERY, eritromicina; TZ, tioridazina; CPZ, clorpromazina; 
VP, verapamil, CCCP, carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona; IBE, inibidor de bombas de efluxo. Os 
resultados a negrito representam uma redução significativa (pelo menos 4 vezes) da CMI na presença de 
um IBE. 
 
Dos dados obtidos, destaca-se a acção dos IBEs TZ, CP  e VP na redução 
significativa (≥ 2 diluições, i.e., pelo menos 4 vezes) na CMI para a CLT e ERY em 
todas as estirpes de M. smegmatis em estudo. Este efeito inibitório foi também 
observado para a AMK na presença dos IBEs anteriormente referidos, nas estirpes de 
M. smegmatis testadas, com a excepção de M. smegmatis ML10. A adição de CCCP 
proveu um aumento significativo da susceptibilidade à ERY nas estirpes MN01 e 
ML10. 
Os IBEs TZ, CPZ e VP promoveram uma redução na resistência das estirpes mc2155, 
XZL1720, SMR5, MN01 e ML10 à CIP. Na estirpe XZL1675 a diminuição dos valores 
da CMI para este antibiótico foi apenas verificada na presença de TZ. 
Na interacção dos IBEs com a RIF, a CPZ foi o composto que demonstrou o maior 
efeito inibitório, promovendo uma redução significativ  da resistência na totalidade das 
estirpes de M. smegmatis em análise, seguida da TZ, que apresentou uma acção na 
redução da CMI nas estirpes XZL1720 e XZL1675. 
Um incremento na susceptibilidade à STR foi observado nas estirpes mc2155 e 
XZL1675, na presença de TZ e CPZ, e na estirpe XZL1720 na presença de CPZ e VP. 
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Estes resultados demonstram a correlação que existe ntre os resultados obtidos nos 
ensaios anteriores para o transporte de EtBr através da parede celular de M. smegmatis e 
o transporte de antibióticos e a sua actividade sobre esta micobactérias. Em particular 
destaca-se o efeito sobre o transporte das fluoroquin lonas, aminoglicosídeos e 
macrólidos, os antibióticos mais eficazes contra MNT. 
 
4. Estudo da acumulação/retenção de [14C]-eritromicina em M. smegmatis 
 
Através dos diversos ensaios efectuados foi possível obs rvar que os inibidores mais 
efectivos no aumento da susceptibilidade das estirp de M. smegmatis aos diversos 
fármacos foram a CPZ, TZ e VP, e os antibióticos onde se verificou um maior efeito 
adjuvante dos IBEs no aumento da susceptibilidade foram a CLT, ERY, CIP e AMK. 
Deste modo, o antibiótico seleccionado para a avalição da sua acumulação/retenção 
intracelular na presença e ausência dos IBEs que apresentaram uma maior actividade 
inibitória, através da marcação com um isótopo radioact vo de carbono, foi a ERY. 
Como se pode observar na Figura III.17, a presença dos IBEs VP, TZ e CPZ 
promoveram uma retenção intracelular de [14C]-eritromicina [14C]-ERY) em M. 
smegmatis mc2155 na ordem dos 26 a 33% (Tabela III.11). Este resultado apresenta 
uma concordância com o observado na determinação da CMI de mc2155 para este 
antibiótico na presença e ausência dos IBEs testados e c nfirma a acção inibitória destes 
compostos sobre o efluxo activo dos macrólidos em M. smegmatis. 
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Figura III.17 – Acumulação/retenção de [14C]-eritromicina [ 14C]-ERY) em M. 
smegmatis mc2155 na presença e ausência de verapamil (VP), tioridazina (TZ) e 
clorpromazina (CPZ) a ½ da CMI. Os valores expressos em contagens por minuto 
(CPM) correspondem à média de três conjuntos de ensaios. As barras de erro indicam o 
desvio padrão. 
 
 
Tabela III.11. Aumento da retenção intracelular de [14C]-ERY em M. smegmatis 
mc2155 na presença dos IBEs VP, TZ e CPZ a ½ da CMI. 
 
 
 
 
Legenda: [14C]-ERY, [14C]-eritromicina; VP, verapamil; TZ, tioridazina; 
CPZ, clorpromazina. Os valores percentuais foram calculados através do 
valor médio das contagens por minuto obtidas em três conjuntos de 
ensaios, em relação à [14C]-eritromicina retida no frasco controlo sem 
inibidor. 
 
[14C]-ERY + VP 26% 
[14C]-ERY + TZ 33% 
[14C]-ERY + CPZ 31% 
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IV - DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
 
O aumento da incidência dos casos de tuberculose, a mergência de estirpes 
multirresistentes de M. tuberculosis e o número crescente de infecções por MNT em 
doentes com SIDA, têm conduzido a inúmeros estudos para a compreensão dos 
mecanismos de resistência aos antimicrobianos nestes microrganismos. 
A resistência a vários antibacilares de primeira linha como a INH, RIF, PZA, EMB, e 
a classes de antimicrobianos de segunda linha como flu roquinolonas e 
aminoglicosídeos, tem sido atribuída a mutações específicas em genes alvos ou 
domínios regulatórios. Neste sentido, uma alteração no gene específico, por mutação, 
inserção ou deleção, vai alterar a estrutura da proteína alvo, influenciando o grau de 
susceptibilidade ao fármaco. 
No entanto, para além destas alterações genéticas, con ideradas como as principais 
responsáveis por altos níveis de resistência, existem outros mecanismos adicionais que 
contribuem para a resistência aos antibacilares, como a permeabilidade celular reduzida 
e os sistemas de extrusão activos, reconhecidos como ausas importantes da resistência 
intrínseca em micobactérias. 
Deste modo, procurou-se com este trabalho estudar e avaliar o papel da actividade 
dos sistemas de efluxo e da redução da permeabilidade n  multirresistência aos 
antimicrobianos em micobactérias, recorrendo à utilização de M. smegmatis como 
modelo genético. Para o efeito, comparámos o transporte de EtBr, um substrato de 
bombas de efluxo, através da parede celular da estirp  selvagem M. smegmatis mc2155 
com mutantes de M. smegmatis com deleções “in-frame” de genes que codificam para 
bombas de efluxo ou porinas, na presença e ausência de IBEs. 
As estirpes mutantes utilizadas neste estudo foram: (i) XZL1675, uma estirpe 
derivada de M. smegmatis mc2155, deletada no gene lfrA, que codifica para LfrA, a 
principal bomba de efluxo de M. smegmatis (70), (ii) XZL1720, uma estirpe derivada de 
M. smegmatis mc2155, deletada no gene lfrR, que codifica para LfrR, o repressor de 
LfrA (70), (iii) SMR5, uma estirpe derivada de M. smegmatis mc2155, resistente à 
estreptomicina devido a uma mutação no gene rpsL, presente na proteína ribossómica 
S12 (115), (iv) MN01, uma estirpe derivada de M. smegmatis SMR5, deletada no gene 
mspA, que codifica para MspA, a principal porina de M. smegmatis (128), (v) e ML10, 
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uma estirpe derivada de M. smegmatis SMR5, deletada nos genes m pA e mspC, que 
codificam para as porinas MspA e MspC, respectivamente (131). 
De entre os diversos compostos com actividade inibitór a de bombas de efluxo, 
descritos na literatura, foram seleccionados para este estudo o VP, que actua através do 
bloqueio dos canais de cálcio, as fenotiazinas TZ e CPZ, que inibem os processos de 
transporte através da inibição da actividade das ATPases dependentes de cálcio, e o 
CCCP, um desacopolador de protões que interfere com a FMP (38, 76). 
Sabendo que muitos dos transportadores celulares utilizam as mesmas vias para 
mediar a entrada e a extrusão de substratos de bombas de efluxo e antibióticos (38, 61), 
procedemos à correlação dos resultados obtidos com a acção dos IBEs no aumento da 
susceptibilidade de M. smegmatis aos antibacilares STR, INH, RIF, EMB, AMK, CIP, 
CLT e ERY. 
O trabalho foi encetado com a caracterização do perfil das estirpes de M. smegmatis 
aos antibióticos, substratos e inibidores de bombas de efluxo seleccionados, através da 
determinação das respectivas CMIs. Este passo inicial foi necessário, uma vez que a 
realização dos ensaios subsequentes requereram a utiliz ção de concentrações sub-
inibitórias dos diversos compostos inibidores, correspondentes a ½ das respectivas 
CMIs, de forma a garantir a viabilidade celular das estirpes estudadas. Os resultados 
obtidos permitiram também observar que a deleção de lfrA conferiu a M. smegmatis um 
aumento da susceptibilidade ao EtBr e aos antibacilares INH, RIF, EMB e CIP, 
sugerindo uma contribuição deste sistema proteico de extrusão para a resistência 
intrínseca a estes compostos, como já referido em outros estudos (70, 116), e que a 
exclusão das porinas MspA e MspC proveu uma ligeira diminuição da susceptibilidade 
de M. smegmatis ao EtBr e aos antibióticos RIF, CLT e ERY. 
Com a deleção de MspA e MspC seria expectável observar uma diminuição da 
susceptibilidade de M. smegmatis à INH, EMB, AMK, e CIP, uma vez que devido à sua 
hidrofilicidade o transporte destes antibióticos para o meio intracelular é realizado 
preferencialmente através de porinas (61, 91), no entanto, quer com a deleção do gene 
mspA, quer com a deleção simultânea dos genes mspA e mspC, não se registou nenhuma 
alteração na resistência de M. smegmatis aos antibacilares referidos. Por oposição, 
esperar-se-ia que a deleção de uma ou várias destas proteínas transmembranares não 
afecta-se a susceptibilidade de M. smegmatis a fármacos como a RIF, CLT e ERY, uma 
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vez que o influxo de antibióticos hidrofóbicos e de el vadas dimensões moleculares 
como a RIF, CLT e ERY ocorre preferencialmente por difusão directa através da 
membrana externa (35, 130). Contudo, como referido anteriormente, com a remoção de 
MspA e MspC, observou-se um decréscimo na susceptibilidade de M. smegmatis à RIF, 
CLT e ERY. 
No sentido de se avaliar a correlação entre estas diminuições de susceptibilidade aos 
antibióticos com o seu transporte, procedeu-se à avaliação e quantificação do transporte 
de EtBr em M. smegmatis através do método do brometo de etídio em microplaca de 96 
poços, desenvolvido no âmbito deste trabalho (80). Este método permite avaliar de 
forma indirecta o transporte de EtBr, através da fluorescência emitida, resultante da 
acumulação interna deste fluorocromo nas células depositadas nos poços da microplaca. 
Da aplicação deste método às estirpes em estudo foi possível observar que: (i) na 
ausência da LfrA ocorreu uma redução do valor da concentração de EtBr a partir do 
qual se detecta fluorescência, indicando uma diminuição da actividade de efluxo por 
inactivação deste sistema de extrusão, (ii) a deleção de lfrR promoveu um aumento 
desta concentração, provavelmente devido à expressão constitutiva da LfrA pela 
ausência do repressor, (iii) a deleção das porinas, e em especial da MspA, originou um 
incremento na concentração anteriormente referida, sugerindo uma diminuição da taxa 
de influxo como consequência da remoção destes sistema  proteicos de influxo. Da 
análise destes resultados, concordantes com os anteriorm nte registados para a 
determinação das CMIs de EtBr para as diferentes estirp s de M. smegmatis, foi 
colocada a hipótese de que o influxo de EtBr seja mediado pela porina MspA e que a 
sua extrusão seja realizada preferencialmente pela bomba de efluxo LfrA. 
O método fluorimétrico semi-automático foi utilizado para testar esta hipótese, uma 
vez que permite uma avaliação directa da capacidade e transporte do EtBr através da 
parede celular de M. smegmatis (143). 
Para a análise do influxo de EtBr, as estirpes mutantes MN01 e ML10 e a sua estirpe 
parental SMR5 foram inicialmente expostas a concentrações crescentes deste 
fluorocromo durante um período de 60 minutos, e na presença de glucose e incubação a 
37ºC, de forma a maximizar o efluxo, com o objectivo de determinar a concentração de 
EtBr a partir da qual é possível detectar acumulação nas células. O aumento da 
concentração inicial a partir da qual se detecta acumulação de EtBr em MN01 e ML10, 
 68 
em relação à estirpe SMR5 aponta uma vez mais, para a deleção das porinas como 
principal causa do decréscimo da taxa de influxo de EtBr.  
De forma a confirmar se a diminuição da acumulação de EtBr foi originada pela 
redução da permeabilidade devido à deleção das porinas ou resultante da actividade de 
sistemas de efluxo, foram efectuados ensaios de acumulação de EtBr na presença dos 
IBEs VP, TZ, CPZ e CCCP a ½ da sua CMI.  
A ausência de acumulação de EtBr na presença dos IBE  observada nas estirpes 
MN01 e ML10, por oposição à registada na estirpe SMR5, excluiu o efluxo como 
possível responsável pela diminuição da acumulação de EtBr, confirmando, deste modo, 
o decréscimo da permeabilidade pela deleção das porinas. Estes resultados vão de 
encontro aos descritos em outros estudos, que estabelecem a MspA como a principal via 
de entrada de EtBr em M. smegmatis (91, 128). 
Para o estudo do efluxo de EtBr, as estirpes mutantes XZL1675 e XZL1720, e a 
estirpe selvagem mc2155, foram expostas a concentrações crescentes de EtBr, nas 
mesmas condições iniciais utilizadas para a análise do influxo, com objectivo de avaliar 
a capacidade de extrusão das diferentes estirpes de M. smegmatis. O decréscimo da 
concentração inicial de EtBr observada em XZL1675, por comparação com a estirpe 
selvagem mc2155, demonstrou, uma vez mais, uma redução da resistência de M. 
smegmatis ao EtBr como consequência da diminuição da actividade de efluxo originada 
pela deleção da LfrA. Relativamente à estirpe XZL1720, esta apresentou uma 
concentração inicial de acumulação de EtBr superior à registada em mc2155, sugerindo, 
novamente, um decréscimo da susceptibilidade de M. smegmatis ao EtBr devido à 
expressão constitutiva de LfrA originada pela deleção do repressor LfrR (18, 70).  
A avaliação do efeito dos IBEs no efluxo de EtBr em M. smegmatis foi efectuada 
recorrendo à acumulação deste fluorocromo na presença dos inibidores VP, TZ, CPZ e 
CCCP a ½ da sua CMI. Nas estirpes mc2155 e XZL1675 observou-se um aumento da 
acumulação de EtBr promovida pelos IBEs, tendo o VP apresentado maior eficiência na 
redução do efluxo do fluorocromo na estirpe selvagem, e as fenotiazinas CPZ e TZ em 
XZL1675. Em XZL1720, a acumulação de EtBr na presença dos inibidores sofreu 
apenas um ligeiro incremento, potenciado principalmente pelo VP. Estes resultados 
permitiram verificar que a delecção da bomba de efluxo LfrA confere a M. smegmatis 
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uma maior dificuldade na extrusão de EtBr e que na ausência do repressor desta bomba, 
o LfrR, a actividade de efluxo deste fluorocromo aumenta. 
De modo a confirmar se a inibição dos sistemas de efluxo foi responsável pelo efeito 
dos IBEs na acumulação de EtBr, observado anteriormente, foram efectuados ensaios de 
efluxo de EtBr em mc2155, XZL1675 e XZL1720. Em mc2155 e XZL1720 verificou-se 
um decréscimo acentuado na actividade de efluxo do fluorocromo, na presença dos 
IBEs VP, CPZ e TZ, e em XZL1675 observou-se apenas um redução marginal na 
extrusão de EtBr. Deste modo, os resultados obtidos demonstram que a bomba de 
efluxo LfrA possui um papel muito importante na extrusão de EtBr em M. smegmatis. 
Sendo um dos principais objectivos desta tese correlacionar os resultados obtidos 
para o transporte parietal de EtBr com o perfil de susceptibilidade aos antibióticos das 
estirpes em estudo procedeu-se à avaliação do efeit dos mesmos IBEs anteriormente 
usados na redução da susceptibilidade de M. smegmatis à STR, INH, RIF, EMB, AMK, 
CIP, CLT e ERY. Tal avaliação foi realizada através da determinação da CMI destes 
antibióticos na presença dos inibidores VP, TZ, CPZ e CCCP a ½ da sua CMI. Nestes 
ensaios foi possível observar uma diminuição significat va da susceptibilidade, isto é, 
uma redução superior ou igual a 4 vezes do valor da CMI, de M. smegmatis a diversos 
antibióticos na presença dos IBEs, evidenciando o efluxo activo como responsável pela 
remoção de diversos antibióticos do interior da célula. 
Tendo-se verificado nos ensaios anteriores um aumento notório da susceptibilidade 
de M. smegmatis aos antibióticos CLT, ERY, CIP e AMK na presença dos IBEs VP, TZ 
e CPZ, foi realizada uma avaliação da acumulação/retenção intracelular da ERY, 
marcada com um isótopo radioactivo de carbono, na presença e ausência destes três 
IBEs, na estirpe mc2155. O aumento da retenção celular da [14C]-ERY em mc2155 na 
presença dos IBEs seleccionados confirmou, deste modo, a importância dos sistemas de 
extrusão activos no efluxo de antimicrobianos. 
Em resumo, este trabalho permitiu verificar: que a monitorização do influxo e efluxo 
de EtBr pode ser utilizado para antecipar e estudar a resistência aos antibióticos, 
mediada pelo transporte através da parede celular de M. smegmatis; que na ausência de 
MspA, a principal porina de M. smegmatis, a acumulação de EtBr diminuiu e as células 
apresentaram-se mais resistentes a diversos antibióticos; que a deleção da bomba de 
efluxo LfrA promoveu o aumento da acumulação de EtBr e o aumento da 
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susceptibilidade a este fluorocromo e aos antibióticos INH, RIF, EMB e CIP, e que a 
resistência a alguns destes antibióticos decresceu na presença dos IBEs, demonstrando 
que o efluxo activo desempenha um papel importante na extrusão de diversos 
substratos. Assim, o somatório destes resultados mostram que a porina MspA é um 
canal importante para a entrada de EtBr e antibióticos na célula e que o efluxo activo 
através da LfrA está envolvido na resistência de baixo nível a diversos antibióticos e 
EtBr em M. smegmatis. 
Em conclusão, os resultados obtidos através das diversas metodologias 
desenvolvidas e aplicadas neste trabalho proporcionaram uma contribuição para a 
melhoria da compreensão dos sistemas de efluxo activo e da redução da permeabilidade 
celular, considerados como os principais mecanismos responsáveis pela resistência 
intrínseca micobacteriana, que através da redução da concentração intracelular de 
agentes antimicrobianos permitem o aumento da sobrevivência dos microrganismos na 
presença destes compostos, potenciando a obtenção e estabilização de um suporte 
genético para o desenvolvimento de mecanismos de resistência de alto nível, 
especialmente em regimes terapêuticos prolongados como é o caso da terapêutica para a 
tuberculose e infecções a MNT. 
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